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Cadeia polipeptidica

Funcionalmente, um gene é maior do que a regido que codifica a proteina




Qual é a fita a ser lida pela RNA polimerase??

Qual destas fitas a RNA polimerase “l1€” durante a sintese de RNA?

Em qual sentido a RNA polimerase “l1€” esta fita?

Cddon de

iniciacdo
Fita codificadora 5° GACGTTAAATATAAACCTGAAGATTAAACATGACTGAATCTTTTGCTCAACTCTTTGAAGAGTCCTTAAAAGAAATCGA 3’
Fita molde 3> CTGCAATTTATATTTGGACTTCTAATTTGTTACGACTTAGAAAACGAGTTGAGAAACTTCTCAGGAATTTTCTTTAGCT 5’

RNA 5> GACGUUAAAUAUAAACCUGAAGAUUAAACAUGACUGAAUCUUUUGCUCAACUCUUUGAAGAGUCCUUAAAAGAAAUCGA 32

Por definicao, sempre que se apresenta a sequéncia de um gene, é
mostrada apenas a fita codificadora (aquela que é semelhante ao RNA),
a nao ser que explicitamente detalhado no texto.

Fita molde é aquela lida pela RNA polimerase




RNA polimerase
(enzima cerne)

Transcrigdo

|
|
|

’ ¥ Sigma ', \\ Inicio do mRNA
|
|

\

5 4 1 \ 3
1. CTGTGACAATTAATCATCGAACTAG TTAACTAGTACGCAAG
PRI CTATTCCTGTGGATAACCATGTGTATTAGAGTTAGAAAACA
KM TGGTTCCAAAATCGCCTTTTGCTGTATATACTCACAGCATA
I TTTTTGAGTTGTGTATAACCCCTCATTCTGATCCCAGCTT
LM TAGTTGCATGAACTCGCATGTCTCCATAGAATGCGCGCTACT

M TTCTTGACACCTTITTCGGCATCGCCCTAAAATTCGGCGTC

Sequéncia -35 “Pribnow box”
Consenso
E Sequéncia promotora ¥

Fatores sigma reconhecem sequéncias nas regioes -35 e -10, e promovem uma
ligacdo especifica da RNA polimerase, posicionando-a para o inicio de transcrigao




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

TFID TFIIE

Start site

DNA

Nascent RNA

\ Phosphates

Esta fosforilacao é mediada pelo fator TFIIH, e converte a RNA polimerase em
uma enzima altamente processiva, que deixa os fatores de transcricao para
tras e comeca a fase de elongacao.




DNA Ligacdo do cerne da

RNA-polimerase ao
DNA do promotor

Promotor
RNA- pollmerase
Formacéo da

@ 0.'

Terminacao e transcricdo
reciclagem

Complexo fechado

Complexo aberto

AN e

Elongacéo
o (liberacdo do

promotor)

RNA



Terminacao intrinseca Terminacao dependente
ou independente de Rho  de Rho
(a) Terminagdo independente de p (b) Terminagdo dependente de p

RNA-polimerase

ao longo do
mRNA para a
polimerase




Visao geral da transcricao mediada pela RNA Pol 11

DNA ;Tﬂ\;m-r; o Pol Il recrutada para o DNA
-30 por fatores de transcricdo
RNA-polimerase &_’
@ @ A -“\} - __If- ) ﬂ\p = 4

Complexo de

pré-iniciaca
Defosforilagdo do Formacao da
CDT; termina a e bolha gg
transcrigdo transcricdo
P Complexo de Complexo de

iniciacdo C

-~ terminagdo

Complexo
e Elongacdo de elongacdo e Fosforilagdo do

N CDT durante a

e | = "\} iniciagdo
%ﬂ@ =

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



Pos - transcricao - processamento

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

(@ HO HO

7-Metilgua-
nosina H H
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HaoN N N 5
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| 2

;I>

=z

Adicionado por uma ligacdao nao usual 5’ - 5’

Funcdes do quepe:

» Protecdo contra exonucleases

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

—P=0 » Ligacdo 55
-trifosfato

H r
. Asvezes
? OCH, metilada
'0—F|’=0
0]
|
CH,

H
As vezes
0 OCH, metilada
_O—F|’=O

0

é.

(b

Guanililtransferase

P — NP

-_——

A guanililtransferase (a enzima de
capeamento) estd associada ao CTD
da Pol |l para assegurar gue cada
mRNA seja capeado a medida que é
transcrito.

Uma vez que o
capeamento esteja
completo, a
guanililtransferase
dissocia-se, e 0
complexo de ligagdo ao
quepe (CBC) se liga.




Pos - transcricao - processamento

Adicao do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA

.Q',—n';qrr Rica em 6T

Fatores de Pol Il )
poliadenilagdo

Endonuclease cliva o RNA apos a y % N
SeqUénCia AAUAAA \ sitio de adicdo poli(A).

Poli(A) Polimerase adiciona em torno de —— nmlyi
1 = 6’ /fﬁmn
250 adenosinas sem a necessidade de 7?5% i

molde ; o

Fatores de poliadenilagdo
ligam o sinal poli(A),
iniciando a clivagem do

Endonuclease i

Proteinas que se ligam a cauda poli(A) o

poli(A); a PABP protege a
cauda da degradagao.

protegem o RNA da degradacao ® { T TR

AAUAAA AAAAAAAAAAAAAAA@E§
Cauda poli(A)

FIGURA 16-4 Adicdo da cauda poli(A) 3'ao transcrito. Fa-
tores de poliadenilagdo estao associados a Pol Il durante a
transcricdo. Apds a transcricdo da sequéncia 5'-AAUAAA,
essas proteinas transferem-se para o transcrito e ajudam a
recrutar fatores de clivagem e proteina de ligacdo poli(A)
(PABP) antes de se dissociarem. A cauda poli(A) é sintetizada
pela poliadenilato polimerase (PAP).



Pos - transcricao - processamento

Adicao do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA

bf,— TATTT Rico em GT'

Fatores de
poliadenilagdo

A Pol |l transcreve o

\ sitio de adicdo poli(A).

— AL }v—ﬁ e
/;Pol II/

Considerando que 80% do RNA celular é //%55

composto pelos rRNAs, como a presenca s Fatores de poladeniagdo
. . il ligam o sinal poli(A),

da cauda poli(A) facilita o estudo de . Iniedca g s

RNAs mensageiros? o —

cauda da degradagao.

. A PAP sintetiza a cauda
PABP) poli(A); a PABP protege a

€ 6 K B K )
AAUAAA AAA AAA AAA AAA AAA(@
Cauda poli(A)

FIGURA 16-4 Adicdo da cauda poli(A) 3'ao transcrito. Fa-
tores de poliadenilagdo estdo associados a Pol Il durante a
transcricdo. Apds a transcricdo da sequéncia 5-AAUAAA,
essas proteinas transferem-se para o transcrito e ajudam a
recrutar fatores de clivagem e proteina de ligacdo poli(A)
(PABP) antes de se dissociarem. A cauda poli(A) é sintetizada
pela poliadenilato polimerase (PAP).



Pos - transcricao - processamento

Juntando os éxons: como os introns sao reconhecidos e

removidos?
5" splice site Eranch point 3 splice sita
5" Exon I Intron 1 ? 3' Exon
: ) [ Pyr-rich S -
Pre-mBNA G U AG A G U C U AG A CU | reghon N C A G jG
(=15b) 3
Frequency of 70 60 BD 100100 95 70 80 45 B0 90 a0 100 &80 80 1007100 80
DoEgrenceE (Jak [ —— 20=R0k —

» 0 processo de remoc¢ao dos introns é conhecido como splicing

» 0 splicing é mediado por pequenos RNAs chamados snRNAs e proteinas a eles
associadas.

» Estes complexos sdao chamados de SNRPs

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




Pés - transcricao - processamento

5" SS Branch point 3788
Exon1 | ' } Exon 2
541 IGU A AG

Mecanismo de splicing

Remocao do intron na
forma de um “laco” (lariat)

1 Formation of

lariat-like intermediate




S
TRANSCRICAO J

Regigo génica do DNA l%f
N /7‘ QA

Transcricao

!

NUCLEO

‘ TRADUCAO J

CITOPLASMA
Ribossomo

polipeptidica—

L]

Reservatérios citoplasmaticos.
de aminoécidos, tRNA
N\ e subunidades ribossomicas

(a) A transcricao e o processamento do RNA ocorrem no ncleo.

(b) A tradugao ocorre no citoplasma.




Expressao Genica - Traducao

O que é a traducdo, quando se esta
falando em expressao de genes?




O que existe em comum?

Hier(’)glifos egipcios

Sintese de Proteinas



O que existe em comum?

Bele « checelere —
= o Baijinio
800 .. W T

RNA Suu8i- 80 yvuysopouynlt
Base GCUACGGAGCUUCGGAGCUAG
Codon Codon1 Codon2 Codon3 Codon4 Codon5 Codoné Codon7

Receita de Bolo de chocolate RNA mensageiro para Sintese de Proteinas

Hieroglifos egipcios - Pedra de Roseta
Jean F. Champollion
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TRANSCRICAO J

Regigo génica do DNA l%f
N /7‘ QA

Transcricao

!

NUCLEO

‘ TRADUCAO J

CITOPLASMA
Ribossomo

polipeptidica—

L]

Reservatérios citoplasmaticos.
de aminoécidos, tRNA
N\ e subunidades ribossomicas

(a) A transcricao e o processamento do RNA ocorrem no ncleo.

(b) A tradugao ocorre no citoplasma.




Transcription

TAY $%
rDNA cluster

(5.85, 185 and 28S rRNA)

rRNA processing

AVAVAVAVAW

AVAVAVERAVAVAVERAVAVAW
185 rRNA 5.8S rRNA 28S rRNA

Assembly

| - @D :|
/ 475 pri-rRNA \ _

RPL and RPS, UBF,
NCL], NPMI and elFs

Translation initiation

-® — &

w |
GTP

|
£33

—’—’ '\/\/\@\/\

5'm7GTP-cap

A\
> — B _

N

Polypeptide

\/\.
5S rRNA and tRNA
v
\/\/\. \/\/\.
5S rRNA tRNA

80S ribosome ¥

NI\ AAAAA
mRNA

Nature Reviews | Cancer

Transcricao de RNAs envolvidos na sintese de proteinas



Nontranscribed spacer Transcription unit

N :

(a) Tandem array of DNA - S
transcription units // Transcribed S
P spacer S,

/ ~
/ ~

(b) One DNA 18s [N s8] 28S

transcription

Transcription by
RNA polymerase |

(0 Pre<rna ) [ RSN B8S NS

RNA processing

(cleavage) Transcribed spacers
degraded
(d) Mature rRNA _
e Tl [ ] [ ]
18S 5.8S 28S
rRNA rRNA rRNA

© 2012 Pearson Education, Inc.

Transcricao e processamento de RNA riboss6mico de eucariotos



Sitio de ligagéo do aminoacido

Alga variavel
Alca do anticédon

Anticédon

Prokaryotic

Proteins Subunits Assembled

L1 L2 L3 ribosomes
& At

(2500 bases) (120 bases)

(1500 bases: - {Total: 21}
L1 L2 L3
A
AAA g 4
H + A4 44 >
E “Ness pacL <
28S:5.88 v
g (4800 bases + 160 bases) (120 bases) (Total: 50}
s ©_ s1 s2 N S
: ® 00 04
: 1 @ 0o
188 o @O “
{1900 bases) {Total: 33}

5' (e [ | eeenrennssaaraT 3
s


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21603/figure/A888/?report=objectonly

Ribosome

(fRNA + protein)

Growing
polypeptide
chain
/ Figura 4-17. O papel
IRNA dos trés RNA na

tRNA,4

leaving | /1 sintese proteica

aa; tRNA;
mANA arriving

Movement

f ribosome
bt Sodt Ko S8 R AL P o
Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon
ady aaz adg ady aas 386 ady

Outros RNAs também contribuem para a expressao



O codigo genético é lido de 3 em 3 bases (Codon)

Cébdon 1 Cébdon 2 Cédon 3 Cbdon 4

N N N e N

Poli-fenilalanina

20O ARAAAAAAG 4006
fledécbieshied

Codon 1 Codon 2 Codon 3 Codon 4

ehdbtbdddddd T e

Poli-histidina - treonina

Experimentos de Nirenberg & Matthaei com mini-mRNAs
trinucleotideos sintéticos que ajudaram a decifrar o cdédigo
genetico



O codigo genético é lido de 3 em 3 bases (Codon)

MRNA tRNA ativado Ribossomo tRNA ativado tRNA ativado
e o A

RVAYA 5 8 % S

JV Jr v v

Tanto o mRNA como o tRNA Ribossomo ndo atravessa, ficando tRNAs acoplados ao
ativado passam pelos poros do filtro preso na superficie do filtro mRNA/ribossomo
sdo retidos pelo filtro

Técnica de ativacao do tRNA desenvolvida por Nirenberg & Leder
para decifrar todo o codigo genético



Primeira letra

uuu
UucC
UUA

UuG

CUU
CUC
CUA

CUG

AUU
AUC
AUA

AUG
GUU
GUC

GUA
GUG

Segunda letra

C
UCU
UCC
UCA

Fenilalanina

Leucina
UCG

CCU
CCC
CCA

CCG
ACU

Leucina

Isoleucina ACC
ACA
Metionina ACG
GCU
GCC

Valina
GCA

GCG

Serina

Prolina

Treonina

Alanina

UAU
UAC
UAA

UAG

CAU
CAC
CAA

CAG

AAU
AAC
AAA

AAG
GAU
GAC

GAA
GAG

Tirosina

Parada

Histidina

Glutamina

Asparagina

Lisina

Acido
Aspartico
Acido

Glutamico

G
UGU
UGC
UGA

UGG

CGU
CGC
CGA

CGG

AGU
AGC
AGA

AGG
GGU
GGC

GGA
GGG

Cisteina

Parada

Triptofano

Arginina

Serina

Arginina

Glicina

O codigo genético (RNA a Aminoacidos)

O > O C O > 0O Cc o > 0O C

Terceira letra



Exercicio 1

Segunda letra

U C A G
uuu ucu UAU UGU U
Fenilalanina Tirosina Cisteina
uuc ucc UAC UGC
U UUA UCA Serina UAA UGA Parada A
Leucina Parada
uuG UCG UAG UGG Triptofano G
Ccuu CCU CAU CGU U
Histidina
< Ccuc CCcC CAC CGC C
E C Leucina Prolina Arginina g
k7] CUA CCA CAA CGA A E
« Glutamina «
-E CUG CCG CAG CGG G .E
(=]
E AUU ACU AAU AGU U )
-9 Asparagina Serina =
AUC Isoleucina ACC AAC AGC C
A Treonina
AUA ACA AAA AGA A
Lisina Arginina
AUG Metionina ACG AAG AGG G
GUU GCU GAU Acido GGU U
GUC GCC GAC Aspartico GGC C
G Valina Alanina i Glicina
GUA GCA GAA Acido GGA A
GUG GCG GAG Glutamico GGG G

A) Indicar a traducao da sequéncia de RNA abaixo em aminoacidos, nos trés quadros de
leitura possivel (use o cédigo genético apresentado no final desses exercicios). Este
quadro de leitura é na verdade a parte interna de uma proteina grande. Qual desses

quadros de leitura é provavelmente o correspondente para essa proteina? Por que?
5’-AGUCUAGGCACUGA-3’



Tabela 4-3. Codons nao usuais em genes nucleares e mitocondriais

Cddon Cadigo Codigo  Ocorréncia
Universal nao usual
UGA Stop Trp Mycoplasma, Spiroplasma, mitocondria de varias espécies
CUG Leu Thr Mitocondria de leveduras
UAA, UAG Stop Gln Acetabularia, Tetrahymena, Paramecium, etc.
UGA Stop Cys Euplotes (Ciliado)
S. Osawa et al., 1992, Microbiol. Rev.56:229.
(( » 4 = 7 =
Codon usage : codons mais comuns para cada especie

: iImportante na predicao de genes



O codigo genético nao é sobreposto

> —acul|ucul[uual|ccA

IAUUIA~ mRNA

Ala HCys Arg lle |— Polypeptide

5 —glcuul[cuul|uAac

lGaal[uua

—Leu [ Val |-

TyrHGlu

—Leu—

O codigo genético pode ser lido de até 3 formas diferentes

Evento raro

Pode ocorrer em eucariotos, procariotos e virus onde uma
mesma sequéncia pode gerar mRNA diferentes



Exercicio 2

A) Quais das mutacdes abaixo vocé diria que pode ser mais deletéria para a
funcao génica. Explique porque:

1. Insercado de um unico nucleotideo proximo do final da sequencia
codificadora.

2. Remocdo de um unico nucleotideo do inicio da sequencia codificadora.

3. Delecao de 3 nucleotideos no meio da sequencia codificadora..

4. Substituicio de um unico nucleotideo por outro no meio da sequencia
codificadora.

5. Delecao de 4 nucleotideos no meio da sequencia codificadora.



RNA transportador (tRNA)

Sitio de ligagdo do aminoéacido

?’ B Alca-yU

Alga-D

Alca-yU

\(@
\\\\

A~G)
S Alca variavel

A Anticédon
S Alca do anticédon

GAA

| S

Anticodon

|

[
00)

(|

5 >'€'OC




Aminoacil tRNA sintetase

Sitio do
aminoacido
Sitio do
ATP

Aminoacido

—)

AMP é trocado pelo tRNA,
riando o aminoacil tRNA

Sitio do
ATP

CH
— 4B

AMP ¢é ligado ao aminoacido
como liberag&o de pirofosfato
[

Aminoacido e ATP entram
no sitio ativo da enzima

Sitio do
tRNA

/ tRNA -
(e

cJ/ (
=
Ativacao do tRNA Q "
@

Sitio do
aminoacido,
Sitio do

ATP

0
00 ; -

Sitio do
tRNA

Aminoacil-tRNA sintetase se acopla ao
aminodacido especifico e em seguida, e por meio

de uma ligacao de alta energia (quebra de ATP)
liga 0 aminoacido ao tDNA correspondente.

N
+ ) Aminoacil tRNA
v N
y/
a

Sitio do
tRNA



RNA transportador (tRNA)
{a) _' —

(C) . Amino acid
(alanine) 3 As bases do tRNA sdo variaveis de
Acceptor stem forma a dar especificidade ao
aminoacido.

» A extremidade 3’ apresenta a
sequéncia|CCA, onde sera acoplado
o Aminoacido;

» As bases podem ser modificadas
em regioes especificas do tRNA.

TVCG loop

D: dihydrouridina
[: inosina

T: ribotimidina
Y: pseudouridina
m: grupo metil


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21603/figure/A878/?report=objectonly

tRNA

321
123

5' mRNA 3’

5" mRNA 3’

123
321

tRNA

If these bases are in
first, or wobble, position of
anticodon

C

o

G

U

.‘\

O

C | then the tRNA may

A | recognize codons in

LU | mRNA having these
bases in third position

If these bases are in
third, or wobble, position
of codon of an mRNA

C

A

G

U

G
|

U
|

-
U

A
G
|

then the codon may
be recognized by a
tRNA having these
bases in first position
of anticodon

» A 1> e 22 posicdo do codon e 22
e 3 do anticodon formam

pareamento Watson-Crick

»A 12 Posicdo do tRNA é
chamada de posicao oscilante ou

variavel (wobble)

> Pareamento nao usual.

>0 tRNA reconhece mais de um
coédon;

>0 c6don reconhece mais de um
tRNA.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21603/figure/A880/?report=objectonly

Prokaryotic

RNA Ribossomico (rRNA)

rRNA Proteins Subunits Assembled
L1 L2 L3 ribosomes
ig;;%%ésig + -~ "
{2900 bases) (120 bases) {Total: 31)

168

{1500 bases) {Total: 21}
L1 L2 L3
28S
‘E .
=
el ~5.8S
E 28S: 58S
g (4800 bases + 160 bases) (120 bases) (Total: 50}
g ©. . i s1 82 82,
o
g
2 +
= |
w
188
{1900 bases) {Total: 33}

Table 4-22. Componentes dos ribossomos eucariéticos e procarioticos

Similaridades funcional e estrutural sugerem origem evolutiva comum

Svedberg (S): medida de coeficiente de sedimentacao de macromoléculas.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21603/figure/A888/?report=objectonly
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31 35
21 og
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Cloroplastos e mitocondrias também
apresentam 16S rRNA - Origem
procariotica

10 nucleotides
L

Figure 4-33. Estrutura secundaria da subunidade 16S do rRNA de bactérias

» A molécula do rRNA apresenta regides variaveis e conservadas.
»Permite estudos evolutivos.
» Estruturalmente sao muito similares entre diferentes espécies.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21603/figure/A889/?report=objectonly

