Evolucao do Gene-
SNPs e exon shuffling

Processamento de RNA

E RNA interferéncia

Para esta aula, parte pode ser encontrada nos Capitulo 6 do livro
Molecular Biology of the Cell, Alberts et al,
https://archive.org/details/MolecularBiologyOfTheCellSth/page/n23/mode/
2up

Exon shuffling page 257 chapter 4

siRNA e RNA editing pages 480-499- chapter 7

Mutacgoes - Substituicoes de base: MISSENSE e NONSENSE

Missense mutation Nonsense mutation

Original DNA code for an amino acid sequence.
Original DNA code for an amino acid sequence.
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Amino acid

Replacement of a
single nucleotide.

CATCATCATCCTCATCATC ~{6ln {oln H G HEET

Incorrect seqence caus:

- His H His H His A H His H His | shortening of protein.
N

Incorrect amino acid, '

Qual a gravidade de cada uma dessas mutacdes nas proteinas?

Uma troca de aminoacido pode afetar a proteina?




E o que pode ocorrer se a mutacio estiver no terceiro
Nucleotideo de um c6don?

Cédigo genético € universal e degenerado.
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Mutac¢ao SILENCIOSA!! Por que?

Insercoes e delecoes de alguns nucleotideos!

m Frameshift mutation

m Original DNA code for an amino acid sequence.

Insertion oM —CATTCACACGTACTCATGC
sl LA eS8 AT
m - His H Ser H His H Val H Leu H Wet |
I !l! I AminToacid
Deletion oo

CATTCACACATACTCATAL
[

C - Ile His Thr Tyr Ser Cys

Frameshift of one DNA base results
in abnormal amino acid sequence.

0 que acontece se a insercao for de trés nucleotideos?




Insercoes e dele¢oes!

Mas o frameshift em geral leva a proteina truncada!

(a) Fase de leitura de c6dons em triplete com um cédon de inicio ATG e um cédon de parada TAG

ATG TCC AGTAGGGTAAGT TAC ATG CGAGCTTTT AGT TCC TAC GAGGTA AGT CCT CATAGG GAGGTAAGT CCC TAG
Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr+Met Arg Ala Phe Ser Ser Tyr Glu Val Gly Pro His Arg Glu Val Ser Pro Parada

Sitio de delecdes

e insercdes em (b)
(b) H
~1Delecdo  ATG TCC AGTAGG GTAAGTTAC TGCGAG CTTTTA GTT CCTACGAGGTAA GTC CTC ATA GGGAGGTAAGTC CCT AG

-A) Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr:iCys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada

-2 Delegdo ATG TCC AGTAGG GTAAGT TAC GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAGTCC TCA TAG GGAGGTAAGTCC CTAG
(-AT) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriAla Ser Phe Parada

+1Insercdo ATG TCC AGTAGG GTA AGT TAC CAT GCGAGCTTT TAG TTC CTA CGAGGTAAG TCC TCATAG GGAGGTAAGTCC CTAG
0 Met Ser Ser Arg Pro Val TyriHis Ala Ser Phe Parada

+2 Inser¢do ATG TCC AGTAGG GTAAGT TAC CGATGCGAGCTT TTA GTT CCTACG AGG TAA GTC CTC ATA GGGAGGTAA GTC CCT AG
(+CG) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriArg Cys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Parada

E mutacées nos introns,
podem afetar o gene?????

Sinais conservados nos introns:

A 3°do exon a 5°do exon

[oxon ] e [ exon
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(a) Donor splicing motif consensus (b) Acceptor splicing motif consensus

E por que os introns sio menos conservados?




Em uma populacio de Goias encontramos duas

Mutacées germinativas no gene XPV!!

(esses individuos tém uma doenca genética- Nao podem tomar Sol!)
XERODERMA PIGMENTOSUM

l G-A no sinal de splicing

bt

¥
ki
#

T C-T — nonsense mutation

fi

Qual o efeito de mutacdes no sinal de splicing?

Alelo maternal Alelo paternal
Ala 28 | Asp
His 46 His
Gin 173 His
Met 254 Val
Cys 968 Trp
His 1104 His

Pacientes xeroderma pigmentosum brasileiros-

E essas outras mutac¢oes no gene XPG.... O que sao?




Mutacdes aumentam a variabilidade genética:

Single nucleotide polymorphism (SNP)-

DNA molecule 1 differs from DNA & m’\/
molecule 2 at a single base-pair G .

location (a C/T polymorphism).

Diferenca entre dois individuos:
Sao cerca de 3 milhdes no genoma!!!!
(qual o tamanho de nosso genoma?)

20-30.000 em um exoma... (0 que é exoma?)
(em um exoma brasileiro encontramos 3000 novos- nao descritos!).

SNPs... o que eles podem nos dizer?
Representam nossa diversidade?
Nossas diferentes respostas em doencas???

Genetic Variations: Latent Effects

Pattern A Pattern B
Many years later Many years later

‘ i

¥= SNPs causing latent effects




SNPs...e as associacoes de SNPs com doencas
permitem entender melhor nossos riscos!

TTGGCCAGCTGGACGAGGGCGATGAC

TTGGCCAGCTGGATGAGGGCGATGAC

Detectando SNPs por NGS:

546 bp
140,586,700 bp 140,586,800 bp 140,586,900 bp 140,587,000 bp
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Construindo novas proteinas
durante a evolucao por

EXON SHUFFLING

(embaralhamento de exons)

TRATA-SE DE UM PROCESSO EVOLUTIVO
PARA CRIACAO DE NOVOS GENES!!!!
DEVE PASSAR PARA NOVAS GERACOES!

Gene
DNA r \

Exon{ [intron| Exon2 [Intron [IET0EN

Transcription l
} Domain 3

} Domain 1

O Que isso significa em termos e evolucio e criacio de
novos genes?

RNA Processing l

Translation l




Dominios proteicos... 0 que sdo?
e qual sua relacdo com a evolugao das proteinas:

A. Fingers (

(ACP- hmdmg domain) ‘ [

(- (Catalytic domain)

[ESCHERICHIA COLI MALONYL-COA:ACYL CARRIER PROTEIN DN A pOlimerase

TRANSACYLASE (PDB Code: IMLA)

Esses dominios podem ser codificados por exons!!

An exon is duplicated A new exon is inserted
within the same gene into an existing gene

-

Os exons podem ser embaralhados (exon shuffling) e produzir
novas proteinas!!!




exon1 exon2 exon 3 exon 4

Gene A
sl
Gene B
exon 5 exon6 exon7
new exon1 exon2 exon6 exon7

Gene C _-—-_-—-—

Gene D_-_.-_-_—
exon 5 exon 3 exon 4

Os exons podem ser embaralhados (exon shuffling) e produzir
novas proteinas!!!

No exon shuffling um nimero pequeno de dominios funcionais podem ser embaralhados

por recombinacao e, no processo evolutivo, formar uma grande

diversidade de genes distintos que codificam proteinas com fungdes distintas.




Assim, os dominios proteicos podem funcionar
como pecas de LEGO e montar proteinas
diferentes através de recombinac¢oes nos
introns!!!!

-
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Outros exemplos de proteinas com
dominios homologos!!!!
Genes do sistema imunolégico!

MHC I Class I
N-CAM WHC T (class MEC i fo.
Antibody II¢t and Class micwoglobulin

118 chams) R

il W e

https://www.youtube.com/watch?v=Hy3RmzwY gaE

A RNAworld RNP world DNA world
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Ial/sh very late|

.L'wfn 1&
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early-branching
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LECA
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|
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|
Origin of life
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Se os exons/introns sio tao importantes na formacao de proteinas,
Certamente tem muito impacto na evoluc¢ao?
Ha quanto tempo os organismos vivos tem introns em seus genes!!!!!




Os introns sio basicamente conservados onde existem em eucariontes..
teriam existido introns nos genes do progenota?

Ou no mundo de RNA? - INTRON EARLY HYPOTHESIS
(alguns autores defendem: Intron First hypothesis)

Na origem dos organismos um pequeno pedago de RNA, que faria uma funcao

Poderia formar moléculas mais complexas aumentando a diversidade funcional!




Ou os introns teriam surgido pela infestacio de
transposons depois que ja existiam eucariontes???

INTRON LATE HYPOTHESIS!

Proposed history of group Il introns

Bacterium 8

Endosymbiont
' event

Primitive
eucaryote

Migration
' to nucleus
8

Loss of @ Loss of

transposition splicing

function J \ function
;‘E Q

QQ
Q

Spliceosomal Non-LTR
introns retroelements

Como o RNA é processado em
eucariontes e RNA nao codificantes

Eucariontes tem 3 RNA polimerases.
5’CAP e poli-adenilagao de mRNA.
Introns “self splicing”- Ribozimas
Spliceossomos e sua origem.
Transporte do RNA ao Citoplasma.
RNA nao codificador.

RNA interference e miRNA

RNA editing

ONOoOGRWN=




Quantas RNA polimerases existem em bactérias!

RNAP from T. aquaticus pictured &~
during elongation. Portions of the
enzyme were made transparent so as
to make the path of RNA and DNA
more clear. The magnesium ion
. 1 i t the enzym i
Apenas uma RNA polimerase! U, o /ot e enayme acive

Como purificar a RNA polimerase de eucarionte?

7Y

Extrato celular

/

- Vs
. 2

Key: @ Large net positive charge
© Net positive charge
© Net negative charge
® Large net negative charge

Polymer beads
with negatively

o
functional groups

Cromatografia

de Troca Ionica:

Separagio das proteinas
baseadas nas suas

Proteins move through the .~ £ .

column at rates determined cargas liquidas

by their net charge at the

\ 4
a0
Protein mixture is added
to column containing
cation exchangers.

pH being used. With eation i :
exchangers, proteins with | ([ $/|%
amore negative netcharge | 2 3 4 5 §

move faster and elute earlier.

* O que é cromatografia de troca ionica?
* Como medir a atividade de RNA polimerase?




Vejam os resultados da eluicao:
QUANTAS RNAs Polimerases temos em

Eucariontes?
RNA polymerase activity
|
" Total
T protein _
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NaCl |

Alfa amanitina (azul) inibe sintese de RNAm! Que
enzima sintetiza RNA mensageiro?

Trés RNA polimerases transcrevem
0 RNA em eucariontes!

RNA polimerase I- RNA ribossomico- RNAr

RNA polimerase I1I- RNA mensageiro- RNAm
(microRNA também)

RNA polimerase III- RNA transportador e outros RNAs
pequenos (RNAr 5S, 7S RNA, etc).




As RNA polimerases sio altamente conservadas!
Compare eucaria/arquéia e bactéria! Quem sao
as mais proximas?

A Bacteria Archaea Eukarya B
B' AYA" RPB1
B B"/B' RPB2

2 a D RPB3
S a L RPB11
E ® K RPB6
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% H RPB5
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TFS* RPB9 g

N RPB10 §é 38 ¢ . Ee
4 m B g B8E|;stEiiig G
g TFB TFIIB § gaa[f gEEETY 2 £5 8
£ TFS* TFIIS : 4 $g58 3
5 Spt4 Spt4 s P&
j‘§ NusG  Spt5 Spt5
3 NusA  NusA
S TFEa TFlEc
- 02232 TFEB/C34 TFIES
@ TFlIFa
=] 0 1.2:23 TFIIFB

H - TPre-initiation
5 complex
Initiation

- Elongation
factors

5 # Elongation
H

Termination

i\.
\ﬂ:‘ PP1? FCP1
i - Ssu72? ~ Ne24

Release and
dephosphorylation

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
A RNA polimerase II tem uma cauda (CTD- carboxy terminal domain)
que ¢ fosforilada durante a transcrigao!
52 repetigdes da sequéncia Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser




Transcription & initiation of
mRNP assembly

r’ M{A) site ~¥

\l/ Processing, transcription termination
& completion of mMRNP assembly

Cap
S0 L S @0 = T &) Pol II
» . GooD!
¥ surveiiance Y
Retention mRNA export
and destruction

A CTD da RNA polimerase interage com o DNA e serve
como uma espécie de plataforma para ancorar outras
proteinas necessarias na transcricio!

TATA box start of transcription

(A |—— g TFID
am» 5P

(B) (TFIA
!:‘—.

. TFIIB
(=D
(€ TFIIF__other factors
TRIE @\ 222

\ ~
TFIHED S
RNA polymerase |l

Q00

ey

~D

0 & )
UTP, ATP, CTP, GTP

RNA
TRANSCRIPTION
Cel Bology, 2/e. (© 2004 Garland Science)
Varios sao os peptideos fatores de transcricao (TFII)que
interagem com a RNA polimerase II! O que é TATA box?

E o que é¢ TBP?

00
(E) | vt TBP= TATA binding protein!




Modificacoes do RNA na célula (a CTD da
RNA polimerase II participa de todos os processos)

Poly{A)
Exlon lnhl'on ske Termination sites
DNA BA I : [ [ |
Transcription
. Cap
Primary RNA 5 3
transcript Cleavage by
endonuclease
o Poly{A} polymerase ¥
e
r ]
° 100-2503.
RNA splicing
v .
HRHSS A100-2503

Por que os virus da gripe (genoma RNA
negativo) tem replicacdo nuclear???

Cap snatching

3 / ' 5
¥
[0} Cledvage
Cellular mRNA sy 37
3 [ 5
5 ==, y
Primed mRNA synthesis

3
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@) Transc

ription

5@
(@ Viral mRNA
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Rouba 5’cap do RNAm da célula hospedeira!




Estrutura do 5°CAP!

7-methylguanosine 5' end of mMRNA

H H ! 1
[}

5

cH-@-@-@-cH:
4

e
3 5105

triphosphate ® CH;
bridge

H

3
®—cH:

OH

Ap6s a clivagem do poliA, o RNA continua a ser
transcrito, mas sem S’CAP ¢é degradado!

5' cap [ /___AAUAAA GIU |3’
H’ ‘

\

Cleavage 10-35 nucleotides
downstream from AAUAAA
sequence

5' cap [ /T AAUARA I

*:: ;\ Poly(A) polymerase

5’ cap Ij',/ AAUAAA AAAAAAAAAAA...

Poly(A) tail

RNAs virais e celulares (mensageiros) tem cauda de poli-A!
(exceto RNAm de histonas!!!! Por que? Qual a funcio de Poli-A?)

Mutacbes na sequéncia sinal (AAUAAA) fazem com que 0o RNAm

nio seja poliadenilado e seja degradado!




Prémio Nobel de Quimica 2006 Roger
Kornberg (aqui com seu pai Arthur-
prémio Nobel em 1959!)

The high resolution of the
RNA pol II structure and function!

Video:
https://www.youtube.com/watch?v=XzV XhemtwmA

« RNAm de eucariontes possue introns e exons.

* E existem sinais para o splicing!
* Mas como acontece o splicing?

Sinais conservados nos introns:

A 3°do exon a 5°do exon

[oxon ] e [ exon

i £
J -\ TAA._, . .1 CA

A % e % ~ & & e z o

¥
- T oz, TP Tee e e T aATAOrE SR NRARE,

1) Donor splicing motif consensus (b) Acceptor splicing motif consensus




Tom Cechi: trabalhando com o mecanismo de
processamento de introns em Tetrahymena
(protozoario):

Self-splicing in pre-rBNA in Tetrahymena :
T. Cech et al. 1981

 \\ A — —— + /UW—»O
Exon1 Intron1 Exon2 Exon1 Exon2 Intron 1

*Products of splicing were resolved by gel electrophoresis:
pre-rRNA + + + +

Nuclear extract - + - + Additional proteins

A S - = are NOT needed for

splicing of this pre-

pre-rBNA — === e o=
Spliced exon ~| ——— FRNAI

DoneedaG

Intron circle — — — nucleotide (GMP,
Intron linear — " GDP, GTP or
Guanosine).

* controle, sem proteinas, teve splicing!!!!
 Self splicing RNA!!!!!?




Self splicing de RNAr em Tetrahymena- grupo I:
RNAs s cataliticos= ribozimas!

Primary transcript
5 3

qﬂ,)l

SPGPA

G-OH
Mature RNA

Self splicing de RNAr em Tetrahymena- grupo I:
RNAs cataliticos= ribozimas!

Tom Cechi video




Reacoes de trans-esterificacoes resultam na
remocao de introns,

Na regiao da Adenina (branch point)-
Formacao do lariat- laco!

Intron

OA \ 5' exon

3' exon
5 °| HO : 3 sequence sequence
precursor - .
o=f=o o=f=0 RNA molecule  ° 3
5'— exon 1 —0O, (o] 3
. o wenz |

First transesterification

O = 3' oxygen of
exon 1
O =2"oxygen of A

b 5 0O OH A
branch-point A 1 2‘/A t ient .
?';:::\rr‘genof O-z_"’ \ N int::\sc;:ri‘alo 5‘\ P 3

|
0—P=0
s =
%
J’ Second transesterification l?xcisud
intron
o sequence
¢ s —o—t—o— -~
8 0 A I
| 2, o ligated exon
°='|’—1? \3, Spliced exons sequences
[e] H
Excised lariat intron
Os introns (self) tém estrutura que
aproximam os exons!
EBS?2 ( D4
D5
1 1..4D8

7N
5'exon 3'exon

© 1997 Current Biology

Ribozyme \hr w
Ribozimas! \jﬁ \3&\/‘/ S \/—-/

RNA rriessage Ribozyme-mediated cut Cut (cleaved) RNA messages
introduced into RNA message




5" splice site U2 snRNP 3' splice site

U1 snRNP
5" exon . ><_\ 3" exon
intron
sequence sequence
5 sequence 3  precursor
N A4 mRNA molecule
US, U4/US, etc. ASSEMBLY OF
SPLICEOSOME

STEP1
LARIAT FORMATION
AND 5' SPLICE SITE
CLEAVAGE
5" 3 ﬁ_. 5 ¥
U4
U4/u6 STEP 2
3' SPLICE SITE
CLEAVAGE AND
EXON SEQUENCE
LIGATION

excised intron sequence
in the form of a lariat
+ (will be degraded in nucleus)

3 mature mRNA
(ligated exon
sequences)

5

Mas em nosso nucleo o splicing ocorre através de spliceossomos!

O Que sao snRNPs???? Qual sua composicao?????

m@\ /-

(2}
Excised
intron
mRNA
(3] 5
Exon 1 Exon 2 Fig. 17.10

Os snRNPs sao complexos RNA (ricos em U) e proteinas!

Os RNAs emparelham com 0 RNAm:




Qual a funcido dos RNAs nessas RNPs! Estrutural ou catalise?

Por que isso é chamado de catalise trans?

Que relacio existe entre os introns self splicing e
aqueles para os spliceossomos?

Video snNRPs:
https://www.youtube.com/watch?v=Dp b9elTxdc

RNA interference:
cossupressio em petunias

Superexpressiao de gene de pigmento faz a flor
ficar branca!!!




RNA interference- um novo paradigma
Caenorhabditis elegans

Video: https://www.youtube.com/watch?
v=zjqLwPgLnV0

Caenorhabditis elegans modelo para desenvolvimento (longo):
https://www.youtube.com/watch?v=zc1P71GSzdU

RNA interference-
O experimento (1998)

Silenciamento génica por
RNA dupla-fita.

Sensa RNA Antisanse ANA Docble-stranded RNA
Craig Mello and Andrew
Fire, Nobel- 2006 P~ ™ ve—
\ \
\ \\
\\ \\ \ \\
\ \\
S — \ : —
- - 7 %
TS
Wild type Wik typo Twitchor

C. elegans




Silenciamento génica por
RNA dupla-fita-
degradaciao do RNAm

s« RNAinterference
RISC

Ou bloqueio de traducao

Ribossomo

‘ 5’ MRNA ‘/ 3

Proteina :.,.'. RISC Semente
*1
: ’n.a;e.r:Er.}
v

| Pri-miRNA ﬁ j [
" 3

Exportin Siduced
[T

CYTOPLASM

Mature miRNA
within RISC

microRNA ¢ codificado pelos nossos cromossomos!




Degradagdo Bloqueio da
tradugao

1 .. 'miRNA maduro

(=

e N
Sy A N

lﬁ\ H

Células humanas também tem esse mecanismo

O uso de RNAi no
silenciamento génico

Degradagdo Bloqueio da
tradugdo




Si RNA —exemplo de inibi¢ao
de proteina nuclear.

RNA controle

SiRNA silenciando esse gene.

RNA interference Nature video and neuronaute:

RNA interference para leigos:

* Nem sempre a sequéncia do RNA ¢ igual

a de seu gene!!!!
* Edicao do RNA!!!!

Addition of Uracil to RNA

ACCT OO AATT GG EATTAGAACCOCNTALCSEE

‘ Transcription of DNA to Pre-edited RNA
wAGCUGCCAAUUGCGCAUUCCAACCGGAUACGCG..

Guide RNA gives template for editing

e CGACGGUUAACGAACGUAAGAGUUGGCCUAIG s

wAGCUGCCAAUUGC GCAUUC CAACCGGAUAC ..

Editing of pre-mRNA
ACCIHCCCAAMTINCCIIUGCATICIICASLCCCCAITLAC

!

Translation to protein or other pathway

DNA

Pre-edited
RN&

gRNA

Pre-edited
RN&

Edited RNA




Os RNAs podem ser editados: mitocondria de tripanossoma!

’

= 33—
guide RNAs guide RNA 2

3’_5'
guide RNA 1

RNA transcript
5’ 3’

B IO 1 | L
/’AIRING T0 nucleotides in
sites missing GUIDE RNA 1 guide RNA

U nucleotides specifying missing
U nucleotides

5’

3’
I 1 0 |

5

EDITING FOLLOWED BY
PAIRING TO GUIDE RNA 2

5’ 2 3

1 FINAL EDITING inserted U nucleotides

5 3’
fully edited mRNA

Os RNAs podem ser editados: organelas de plantas!

Chloroplast:

= —  CtoU(someU>C)
=N\ (w20 sites)

allin coding regions

Mitochondria:

CtoU(someU>C)
500 - 1000 sites !
25%of all C's

> 90% of all MRNAs

90% coding regions
10% introns / UTR

T most sites conserved

cC —Uu




RNA editing em humanos!

Expressio diferente dependendo do tecido

apo-B gene 5

CAA TAA
L2 L i

No editing—

s

T CARSUAR

& =N
apo-8 mMRNA
CAA UAA UAA
5 - - Ty, 5 -
. B

Apo-B100 Protein

In Liver

Apo-B48 Protein

In Intestine




Para os exercicios: o transposon provoca duplicacio

Target sequence
a—l
abc

- - Chromosomal DNA
b'c

; Transposase
staggered cut

e
]
l_,/ I T ansposable element

msert

- lhost DNA polymerase
fill i gaps

N | TN 02 S

excise l\\\

abc a'b'c
0 I Footprint left in excision site
a’b'e" abe

Direct repeat

Exercicio 2: o transposon provoca duplicacio

Contar as diferencas entre as duplicacoes!

duplicagio duplicagéo
Alu repeat /
\ (300 nucleotides)
1 1
TTARATAGGCCGGG--- - --- - - -AAAARAAARAAARTTAARTA
TGTGTGGGC!ATCAGG ---------- AAAAAAAAAAAAI’!T CTGTGGG
TCTTCTTA(}GCTGGG ---------- GAAAAAAAAAAAI{TCTTCTTA
ATAATAGTATCTGTC(iGCTGGG ---------- AGAAAAAA]—\I-\AAP!TAAATAGTATCTGTC
GGATGTTGTGG(:GCCGGG ---------- AAAAAAAAAAAAZ‘GGATGTTGTGG
AGAACTARAAGHGCTAGS: - --- - ARAAAAGAGAAGARGAACCGAAG

Figure 4-38 MBoCS: The Problems Book (© Garland Science 2008)




Exercicio 3: como realizar uma sele¢cao de uma molécula
De RNA que faz atividade ligase!

- = PP.

pPp random ppp
G sequence — C;G —L> C;G
/ - -
5/ fteg—— 3 5/ {fag}- y 5'{fegl 3

Substrate pool RNA

/

Sequéncia de 220 nucleotideos aleatorios!

Mas como selecionar as que fazem essa atividade?




