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

-

DNA

PROTEINA

5’ ATG GAG TTA TTG AAC TCT TAC AAT 3’

3’ TAC GTC AAT AACTTG AGAATCTTA S’

REPLICACAO

3’ TACCTC AAT AACTTG AGA ATCTTA Y’

5’ AUG GAG UUA UUG AAC UCU UAG AAU 3’

TRANSCRICAO RNA mensageiro = mRNA
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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

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



Perspective

What is a gene, post-ENCODE?
History and updated definition

Mark B. Gerstein,'#*? Can Bruce,?* Joel S. Rozowsky,? Deyou Zheng,? Jiang Du,?
Jan O. Korbel,?> Olof Emanuelsson,® Zhengdong D. Zhang,? Sherman Weissman,’

and Michael Snyder?®

“A gene is a union of genomic sequences
encoding a coherent set of potentially
overlapping functional products”

Doi: 10.1101/gr.6339607



HISTORICO DA DEFINICAO DE GENE

Gene é uma unidade discrete de hereditariedade;
Gene é um locus distinto;

Gene codifica uma proteina;

Gene é uma molécula fisica;

Gene é uma unidade de transcrito;

Gene é um quadro aberto de leitura (ORF);

SERA?



Table 1.

Phenomena complicating the concept of the gene

Phenomenon

Description

Issume

(Gene fotion ond strciure

Intronic genes

Gz with owerlapping reading frames
Enhancers, slencers

Structural voviation
Mobile slements

Gene resrangementsstructural vadants

Copy-rumiber sanants

Epigenetics and cfromesome sticiume
Epigenietic modifications, imprinting

Effect of chromatin structure

Post-lrorsciplional evenls
Altemative splicing of RMA

Altematively spliced products with alternate
reading frames
RMA trons-splicing. homotypic rans-splicing

RMA editing

Post-tronsistional evenls
Protein splicing, wiral polyprotsins

Protein tramns-splicing
Prot=in modification

Perudogermes and refrogemes
Retrogenes

Transoribed pseudogenes

A gene exists within an intron of
arather (Henikaff et al. 1985)

A DMA region may code for bwao different
protsin products in differsnt resding
frames (Contreras et al 1977)

DE;J};E?JIM elements (Spilianaks et al.

Genetic slernent appears in ney locations ower

Eﬁmmtums (hcClintock 1548)
rearTangement or splicing in somatic cells

resulls in many albemakive gen
pmdmtErly etal 'I‘J‘:EI}]

Copy number of genes/regulatony slements may
differ between indriduals (lafrate et al. 2004;
Sebat et al. 2004; Tuzn et al 2005)

Imbhenited information miy mat b=
based (e.g., Dobrovic =t al. 1988); a gene’s
expression depends on whether it is of
|I:|a|.=rr|al ar maternal angin (Sager and Kitchin

ars)

Chromatin structure, which does influence gens
expression, only loosely associated with
particular M.-I:I:ru:qumcH [Paul 1972)

O transcript can generate multiple mEMAs,
resulting in different protein products (Berget
et al. 1977; Gelinas and Roberts 1977}

Ahermative reading frames of the INEda twmar
suppressor gene encodes bvo unrelated
protsirs (Quelle et 2. 1995)

Distant DA s=quences can code for tanscripts
ligated in warious combirations (Borst 1986).
Twa identical transcripts of a gene can
trans-splice to generate an m where the
same exon sequence is repeated (Takahara et
al. 200).

R is encymatically miodified (Bsen 1988)

Protein product seli-clesves and can generate
muitiple functional products (Vila-Komaroff
et al. 1975)

Diistinect proteirs can be spliced together in the
absence of a trans-spliced transoript (Handa et
al. 199a)

Protein is modified to alter structure and
function of the final product (Wold 1981)

A retrogene is formed from neverse transcription
of its parent genie’s mAMA (Vanin =t 2l 1560)
and by insertion of the DA product into a
genome

A %eudugu'le is transcribed [ Zheng =t al. 2005,
07 .

Two genes in the same loous

Mo one-to-ore comespondence betwezn DRA
ard proten sequence

DA determining expression can be

Wlmd from utng're-anuthms in
genome. Many-io-many relationship bete een
genes and their enhancers.

A genetic dement may be not constant in its
loscation

Gene structure is not hereditary, or structune
may differ across indivduals or oolls'lsues

Genetic dements may differ in their rumber

Phenotype is not determinied strictly by
genoiyps

Gene expresion depends on packing of DMA.

DM ce is not encugh to ict gene
. sequen oug predict gen

Muiti ucts from one genstic locus;
ird m in DA not Fneu'l:.rrdu:d to thiat
oin =]

Two alternative splidng products of 2 pre-mARRA
produce protein products with o ssquence in
common

A protein can result from the combined
information encoded in multiple transcripts

The irformation on the DNA is not encoded
directly into BMA sequence

Start and end sites of protein not determined by
genetic code:

Start and end sites of protein nat determined by
genetic code

The information on the DA i not encoded
directly into probsin sequence

R 1o-DMA flow of information

Einchemical activity of supposedly dead
elements - Y

Doi: 10.1101/gr.6339607



RNAs MAIS BEM ESTUDADOS...

e Polimero de 4 tipos //" //" //' : //*l
0 de ribonucleotideos X Wl AN ¢ Wl
—O-P=0 unidos por ligacao
| & .,
<,|> | fosfodiéster, 1 1
He O | existente como fita
K ' ># bases simples RNAmM
(j|) OH /
TO-P=0 Sle

.. - || Tem muitos outros...relacionados
~ ao controle da expressao!




ORGANIZACAO DO AGREGADO GENICO
DO rRNA

Eucariotos

ITS1 ITS2

18S 2.85 265 @

Procariotos

ITS

|

16S 23S 5S

Mais de 200 copias em tandem!



Em humanos mais de 2000
Gene rRNA5S copias- Cromossomo 1

T NS

I B B N NN
—N\ /L

DNA Intergénico

Em humanos 50 a 70 cdpias por
Gene 45S (28 - 5.8 -18S) cromossomo (13,14,15,21,22)

285 58S 18S 28S 58S 18S 28S 58S 188
| | | |

Em humanos aproximadamente 13,4 kb



Aproximadamente 80% do RNA produzido pelas células é de rRNA

nucléolo

. ™

| Regiao com “auto reorganizacdo”,
uma unica copia do rRNA capaz
de organizar essa regiao

A T

Figure 7-14 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



snoRNA —(60 a 1000 pb) — alguns provenientes de introns.

S. cerivisiae

muitas vezes de mRNA nao funcionais!
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Pré-rRNA — processado no nucléolo.

Transcricao — 20 minutos

Ribonucleoproteinas pré-ribossomicas (pré-rRNPs)
10 segundos para processamento
Aproximadamente 40 unidades de ribossomos por
segundo

1864 D

URCUUGAAUGUUUUCCUAQE



MONTANDO A MAQUINARIA DE TRADUCAO

+ RNA 0000,
<= 00, 0,°
®
[ 1J .: ®e
+ RNA °0,0 +é RNA
oe o.‘.
+ < RNA %o
~49 proteins + 3 RNA molecules ~33 proteins + 1 RNA molecule

| |

large subunit

small subunit

MW = 1,400,000
MW = 2,800,000

large
subunit
~82 proteins +

small 4 RNA molecules
subunit

complete ribosome
MW = 4,200,000
Figure 7-31 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



PROCESSAMENTO DO tRNA

1- Substituicdo do residuo U’ da extremidade 3’ por CCA

2- Grupamentos metila e isopentenil de purinas e metilacao no OH (2’) de diferentes bases

3 - Conversao de uridinas em pseudourinas e/ou di-hidrouridinas

Também ocorre splicing — mas nao mediado por RNA!
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Altamente conservado:

importancia evolutiva LT



RNA MENSAGEIRO (mRNA)

Bactéria
gene gene gene gene gene gene gene gene gene gene gene gene gene
Levedura
'“!’Y.—q' TE— .E' [ —| | P————— m ——— m m M—— ‘g‘_l‘l
i e G e ——— S S A —  ——— e e, it 20 KD
gene gene gene gene gene gene gene gene gene gene
Drosophila
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A disposicao depende da arquitetura genomica do organismo!



GENE TiPICO DE PROCARIOTOS (mRNA)

Sinais para a

Regulacao da tradug¢ao terminagaoda
Regulagdo da . . transcricao
iy Regiao codificante
transcricao A
A A A A A A

|
ANYANV/ANY/ANY/ANY/ANYZANY/ANV/ZANV/ANY/ANV/ZANYANY/ANY/ANYZANV/ANY/A\ AN/ V/A\VZAN/ANY/AN!

5' & 0 Transcricao 3

MmRNA | s — |
AUG UAA
Cédon de iniciagao Q Codon de terminagao
Polipeptideo © Traducio
By C

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



GENE TiPICO DE EUCARIOTOS (mRNA)

Sinais para a

Regulacao da traducao terminacao da
Regulac¢ao da transcricao
transcricao Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3 A

1 Ny A —*— A —>— |

ANY/ANY/ANY/A\Y/A\Y/A\V/A\V/ANY/ANY/ANY/ANV/ANV/ANY/ANY/A\V/ANY/ANY/A\V/ANV/ANY/ANYANZANVANV/AN YA Y/A\Y/A\V/A\V/A\V/AN

5' Q a Transcrigao 3

Transcrito | - ot i
primdrio  cap :I UA A,
| ; <> <; ; Remoc¢ao dos
' AUG UAA ' 0 introns
MRNA <> \}
: il ] [ ] i [}
AUG UAA
Cddon de iniciagcao Q Cdédon de terminacao
Polipeptideo e Tradugao
N — C

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.




CIDADES X DESERTOS

EXONS (CODIFICAM PROTEINA)

7 S

INTRONS
Exon 1 Intron 1 Exon 2 Intron 2 Exon 3
A A A A A
| il | | | I

WANNANNANNNVANVANVNNVNNNANNNNNANS VNN NN



POR QUE E PRECISO CONHECER A ESTRUTURA DE
GENES DE PROCARIOTOS E EUCARIOTOS?

RNA polimerase

/< ~—\ | Nucledtido livre
Cadeiade DNA | — ¢ \
& "3 : S N .."' i
C § \

Molécula de RNA

TRANSCRICAO = SINTESE DE mRNA

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




TRANSCRICAO

o 3

DNA
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TCCAATGGCTTATTTGTCA

R AGG,&.AUGGCUUT} T
TTACCGAATAAACS ¥

SJ

RNA

=3 3

RNA 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 substituicdo 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

| )
Exon Intron Exon

DNA .
{} Transcription

Nucleus

Gene mRNA MG-  -(A)y
/ I I .
DNA' I 49 Cytoplasm Transport
{} Transcription to cytoplasm
mRNA HE mRNA MG- - (A)n
{} Translation {} Translation
Protein I k Protein N

(a) Prokaryotes. (b) Eukaryotes.



ENZIMA RNA POLIMERASE

transcrito de
RNA recém-sintetizado

RNA-polimerase
\

} . ’
L \:\_[lbonucleotndeos

trifosfatos
hélice dupla

de DNA

sitio de
sitio de reenrolamento | desenrolamento
de DNA

|
pequena regiao de
hélice 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.



ETAPAS DA
TRANSCRICAO

a Iniciacao da cadeiade RNA
RNA polimerase

DNA: y

Ponta 5’ do RNA
0 Alongamento da cadeiade RNA

DNA:

5' I
Cadeia crescente de RNA

o Término da cadeiade RNA

DNA:

5' I
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
P MRNA

w

= =
-35 -10 +1
TATA box

regiao regulatodria regiao codante

upstream = a montante
< downstream = a jusante




ESTRUTURA DO PROMOTOR EM EUCARIOTOS

Reconhecimento da RNA
polimerase

FATORES DE TRANSCRICAO IniCiO da transcrig50

CBF

S O = TFIID - m“’
O\j J\ [;@ mRNA

[ \ /\/—\N\__/W

T | —

-75 -25 +1
CCAAT box TATA box

regido regulatoria regiao codante

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'-CCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU OH-3'

RNA transcrito | Dobramento rapido do RNA

c
U 5+
U G
G mi ¢ .
ammug Cadeiade RNA
c i G .
RNA dobrado c i g do?rac.ia ajuda
T terrpmo da
cmme cadeia
G Il c
A A
5'- cccac UUUU OH-3'

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



GENE TiPICO DE PROCARIOTOS

Sinais para a
Regulagao da traducao terminacaoda

Regulagao da » . transcri¢cao
o Regiao codificante
transcricao A
A A A A A A

|
ANYANYANY/ANYZANY/ANYZANY/ANVZAN VANV YANYANY/ANYANYANY/A\ AN/ Y/AVAN/AN/AN

5' Q 0 Transcrigao 3

AUG UAA
Codon de iniciagao Q Coédon de terminagao
Polipeptideo © Taducio
e 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
transcricao Exon 1 Intron 1 Exon2 Intron2 Exon 3 A

1 Ny A —*— A —>— |

ANY/ANY/ANY/A\Y/A\Y/A\V/A\V/ANY/ANY/ANY/ANV/ANV/ANY/ANY/A\V/ANY/ANY/A\V/ANV/ANY/ANYANZANVANV/AN YA Y/A\Y/A\V/A\V/A\V/AN

5' Q a Transcrigao 3

Transcrito | - ot i
primdrio  cap :I UA A,
| ; <> <; ; Remoc¢ao dos
' AUG UAA ' 0 introns
MRNA <> \}
: il ] [ ] i i
AUG UAA
Cddon de iniciagcao Q Cdédon de terminacao
Polipeptideo e Tradugao
N — C

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 |

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 primério

) r
HO OH

Gy

oo |

( H.—@}{%}-:H. \”’\/
5' AN

L | OH
(1

5-5 ponte (p

Capeamento: - trifosfato

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.

|
|
|
I



PROCESSAMENTO DO RNA PRIMARIO

Poliadenilacao:

X/

% 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
1CLEAVAGE
- AAUAAA CAIOH| GU-rich or U-rich
\ .
‘ degraded in
the nucleus
‘ Poly-A
‘ ADDITION
- AAUAAA CA[AAAAA ---AIOH
~250

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



PROCESSAMENTO DO RNA PRIMARIO

Sitio de Sitio poli(A)
niciagao <+

Adi';"au dD 5_! Cﬂp [ - 3

RNA primario

Clivagem 3’ e adicao da

- 4 cauda poli{A)
Exon
r
- —
Intron Cauda poli{A)
=

=
=5
=

m?t:rhlr-ln —r-)—(-)—\ﬁh]ﬂ Spl i C i n g

Excisao de
introns e ligagao
de exons

k

mRNA

Aln

1 147



_— intron sequence

5’ exon 3’ exon
S . £ NA I sequence 578y O—\ A sequence
equencias especificas e snR sma
q P ( 5 b «/ é 3
nucleolar RNA — pequenos RNA nucleares)
auxiliam junto a proteinas (RPN) na retirada do l
introns
OH A
5 m— \ E—3'
sequences required for intron removal
5/ l_4 I_I_\ |\ ' & l
Ea— o portionofa lariat
- - - AG GURAGU - -g S- SIVURACEESSVWYYWYYVNCAGEINE | ivory transcript A"
exon 1 intron exon 2
INTRON REMOVED A 3
~OH
5’ 3 v

TR portion of
I " "
exon1 exon2 —_——

Figure 7-19 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010) Figure 7-20 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



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
c,"fﬁ
. C L. Transcricao
Transcrito primario {} o ¢

t.,‘ Ep

@ {} {} & {} Q Processamento alternativo

Exon1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon5

Exon1 Exon 2 Exon 3 Exon4

Exon1 Exon 2 Exon 3 Exon5

Familia de mRNA <

Exon1 Exon 2 Exon4 Exon5

Exon1 Exon3 Exon4 Exon5

J0330 @ rraducao

AN
AN\
NS NI N\

Isoformas de polipeptidios

3%




SPLICING ALTERNATIVO GERANDO DIVERSAS PROTEINAS

DNA
RNA -~
I Processamento alternativo ]
v
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
MRNA e ey B —— ——E B AR S——A—

Proteina A Proteina B Proteina C



TRANSCRICAO: VISAO GERAL

v'Nos eucariotos a transcricdo ocorre no nucleo, enquanto a traducdo
ocorre no citoplasma;
v'J4 nos procariotos tal separacdo celular ndo existe, sendo os dois

processos acoplados NO MesSMmOo espaco.

Gene
A

I 1
Exon Intron Exon

DNA [
Q Transcription

Pre-mRNA [ I
; RNA splicing and

Nucleus “...other processing

Gene mRNA MG=mmi—(A)n
DNA HEEEES 4 Cytoplasm Transport
{} Transcription to cytoplasm
mRNA T mRNA MG-Ie-(A)n
{} Translation {} Translation
Protein IS 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 transcricdao em eucariotos e
procariotos;

Capitulo 7 — Do DNA a proteina: como as
células leem o0 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
Edic&o brasileira. Artmed, Porto Alegre




