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- aula introdutodria

- formacao de 2 grupos para discussao dos artigos
(Turma 1 e Turma 2: T1 ou T2)

- formacao de grupos para preparo de projeto em grupo
(pensar em perguntas)- apresentacao 10-15 min
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Conjunto de genes que caracterizam:

e Diferentes subtipos de células
do sistema imune

e Diferenciacao

e Reconhecimento proprio e
nao-proprio

e Ativacao

e Suas fungdes pro- ou
anti-inflamatorias

e Tolerancia
e Neuroimune

https://immunobites.com/2020/04/13/the-many-flavors-of-t-cells/



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

 Conceito - O que € gene?



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

e Conceito - O que € gene?
Segmento de uma molécula de DNA que contém a informacgao necessaria
para a sintese de um produto biologicamente funcional, seja proteina ou
RNA, com fung¢des cataliticas ou estruturais.

vida - complexidade - informacgao o\
: O QUINTOTE
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1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

e Conceito - O que € gene?
Segmento de uma molécula de DNA que contém a informacao necessaria
para a sintese de um produto biologicamente funcional, seja proteina ou
RNA, com funcgdes cataliticas ou estruturais.

O RNA é a unica macromolécula conhecida que tem um papel tanto
no armazenamento da informagdo quanto na catdlise

“o que levou a muita especulagdo a respeito do seu possivel papel como
intermedidrio quimico no desenvolvimento da vida neste planeta. A
descoberta de RNAs catalisadores, ou ribozimas, alterou a prépria
definicdo de uma enzima, estendendo-a além do dominio das proteinas”



RNA tem funcao:
catalitica ou ribozima
Liga-se a aminoacidos, DNA e RNA

Selecao natural posteriormente favorece a

versatilidade das proteinas e estabilidade do RNA

https://www.nature.com/scitable/topicpage/eukaryotic-genome-complexity-437/

https://www.embopress,org/doi/epdf/10,15252/gt



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

Base pairing Double helix

L Sugar-phosphate backbones



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

Hydrogen bond

5'end 3" end

10

5" end

Pray, Leslie A.. “Discovery of DNA Structure and Function: Watson and Crick.” (2013).



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

DNA e RNA - diferencas
Desoxiribose e ribose

5 CH,OH _0O OH 5 CH,OH _O OH

OH H OH OH
deoxyribose (in DNA) ribose (in RNA)

@)

thymine (in DNA)
T

(b)

o)
g
HNT CH
I I

C CH

O/ \N/

H

uracil (in RNA) 11
u



1.RNA: conceito, estrutura e enovelamento

Nucleotide Structure Nitrogenous Bases

o e ~
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! o_ﬁ o_ﬁ_o_ﬁ_ Base | NH, o i
; : 1

(o] O | o | Glycosidic Bond : N H :
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1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

DNA RNA - estrutura em fita simples
-dobrar e parear entre si

sugar-phosphate backbone

= adenine
thymine
2> guanine
=X cytosine
=X uracil

DNA RNA
@




1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

RNA - estrutura em fita simples - dobrar e parear entre si

b)
Grampo (b)
Fita K c
simples X Alca interna
N Protuberéancia A cY A 5.
¢ A U A C A '
daccUVE 7%“,?{7@ ceuY CAC
T G
can»n
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@ c
~ Ce B
a 8
s A
3,5 s >,
cs><ng 22 A %5
a2 o, > > / >
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o
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2] “n 50 fany 0
- B
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= 3
(b) s g els % .
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o Qe So2 8 0T
FIGURA 8-23 Estrutura secundaria de RNA. (a) Protuberancia, alca in- e 08 al
terna e grampo. (b) As regides pareadas geralmente tém uma hélice direita 2—c == @ &
na forma A, como mostrado no grampo (derivado do PDB ID 1GID). §’~=:‘— n % o>
Ao







noncoding RNA




** Genome size and number of protein coding genes

. Estimated Total Size of Genome Estimated Number of Protein-
Species and Common Name

(bp)* Encoding Genes*
Satharomyces cfrews:ae 12 million 6.000
(unicellular budding yeast)
Trichomonas vaginalis 160 million 60,000
Plasm.od/um rjalaparum (unicellular 23 million 5.000
malaria parasite)
Caenorhabditis elegans (nematode) 95.5 million 18,000
Drosophila melanogaster (fruit fly} 170 million 14,000
Arabidopsis thaliana (mustard; thale 125 million 25.000
cress)
Oryza sativa (rice) 470 million 51,000
Gallus gallus (chicken) 1 billion 20,000-23,000
Canis familiaris (domestic dog) 2.4 billion 19,000

Mus musculus (laboratory mouse) 2.5 billion 30,000 ‘ ’
2.9 billion 20,000-25,000

Homo sapiens (human)

* There may be other estimates in the literature, but most estimates approximate those listed here.

https://www.nature.com/scitable/topicpage/eukaryotic-genome-complexity-437/ https://www.embopress,org/doi/epdf/10,15252/¢!



Estimate of RNA levels in a typical mammalian cell

® RNAs

® How many RNA are in the cells?

e
IIIIIIIIIIIIII .
https://www.researchgate.net/figure/CD4-T-helper-cell-subsets-and-their-plasticity-Depending-on-the-nature-of-antigen_figd_264 ' 0 " " " . . . e v e e e a s s o0



Palazzo AF and Lee ES (2015) Non-coding RNA: what is functional and what is junk? Front. Genet. 6:2. doi:
10 3389 /fcene 2015 00002

" Estimate of RNA levels in a typical mammalian cell

A B
/miRNA
|\ |7TSL
IncRNA SnRNA, //Other IncRNA
mRNA | mRNALJ " RNAs

Percentage of Total
RNA by mass:

rRNA - 80-90% rRNA tRNA
mRNA - 3-5% RNA by mass RNA by number of molecules

MiRNAs - 0.003-0.02%



http://dx.doi.org/10.3389/fgene.2015.00002
http://dx.doi.org/10.3389/fgene.2015.00002

1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

o Transcriptoma: a soma de todas as moléculas de RNA produzidas em
uma célula sob um determinado conjunto de condi¢des

—
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_______ ¢ Protein association =
I "*;t, (= i —
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Single-cell Transcriptome Mapping Identifies Common and Cell-type Specific
Genes Affected by Acute Delta9-tetrahydrocannabinol in Humans -

--------------------
------------------


https://www.advancedsciencenews.com/probing-secret-life-rna-single-cells/
https://www.advancedsciencenews.com/probing-secret-life-rna-single-cells/

"scRNAseq analysis of BALB/c mice infected with L.
infantum
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Zanatta, JM., Silva, P, Stolf, B, Peron, JPS, Muxel, SM, scRNAseq analysis in L. infantum infection - in preparation
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" Regulacio da expressio génica: Non-coding RNAs

DNA

2OCO00C

Transcription

MN/May/ MM

Translation

Protein

gﬁ;ﬁ

Claes Wahlestedt, Nature Reviews Drug Discovery, 2013; Fernandes, JCR, et al. Non-conding RNA, Jan 2019.

Nature Reviews | Drug Discovery



Regulacao da expressao genica: Non-coding RNAs

DNA

2OCO00C

Transcription

e Chromatin modifications
e Polll activity regulation
e Transcriptional interference

Transcription

N/ M/ Mg/ M

¢ Splicing
; e Editing
Translation | g mRNA stability
e Translation initiation
Protein

\gﬂnﬂf

Claes Wahlestedt, Nature Reviews Drug Discovery, 2013; Fernandes, JCR, et al. Non-conding RNA, Jan 2019.

IncRNAs ncRNA

oo

- Regulagéo da expressao génica
- Especificidade e tempo

- Homeostase, diferenciacao,
processos inflamatorios e
infecciosos

miRNAs
and IncRNAs

Nature Reviews | Drug Discovery




** Classification of non-coding RNAs.
Based on size non-coding RNAs can be divided into
small non-coding RNAs and long non-coding RNAs

= miRNAs

—2 piRNAs

Small ncRNAs

(<200 nucleotides) > Endo-siRNAs

~—= |ntergenic INcCRNAs

=2 Antisense INncRNAs

——= Intronic INcRNAs

== Enhancer IncRNAs

Long ncRNAs
(> 200 nucleotides) = Promoter IncRNAs
Joshi, M., Rajender, S. Long non-coding RNAs (IncRNAs) in spermatogenesis and male infertility. Reprod Biol Endocrinol 18, 103 (2020). |'m = = = @ " @ == EEEEn

Ittbimer I IR ~re 1O 1102 1«19QC0 NN ANCEA £ ! " & & & &I & & & =5 =5 =5 ® ==



1. RNA: concelto, estrutura e enovelamento

e tRNA: transporta o aminoacidos ativados até os ribossomos
« Estrutura secundaria com grampos e lagos formando trevos
. bases modificadas apos a transcricao ~70-100 nucleotideos

25




1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

e tRNA: transporta o aminoacidos ativados até os ribossomos

Cadeia polipeptidica
em crescimento

Residuo de

OH aminoécido

RNA
transportador

(-] M ) L A

RNA mensageiro

G | D <

direcao do movimento do
ribossomo sobre 0 mRNA

FIGURA 5.28 Diagrama esquematico da traducdo. O ribossomo liga-se a0 mRNA e a dois tRNAs e facilita a associagao especifica



1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

e rRNA: principal componente dos ribossomos
e ~90% do RNA total das células
e Associado a proteinas ribossomais

Vista da interface Vista posterior Vista da interface Vista posterior

FIGURA 32.31 Estruturas tercidrias dos RNAs ribossomicos. (a) O rRNA 16S de T. thermophilus. (b) O TRNA 23S de H. ma-
rismortui. Os TRNAs estdo coloridos de acordo com o dominio, como na Fig. 32.27. A vista da interface de uma subunidade ribos-

27



1. RNA: conceito, estrutura e enovelamento

e mMRNA: proteinas

Prokaryotic mRNA:

Start Stop| | Start Stop| | Start Stop
(AUG—»Met) (UAG, UAA, UGA)
5' UTR | | Protein 3
5 end / l l 3" end

Shine-Dalgarno

Eukaryotic mRNA:
IRES

3’ UTR binding elements

miRNA / \
, : 28
5 l \ > /3 poly(A) tail

5' UTR 3’ UTR
% regulatory regions found in the 3 UTR

influences polyadenylation, the efficiency of
translation, translation localization, and the
stability of mRNA

Start Stop
(AUG—-Met) (UAG, UAA, UGA)

5" m’ Gppp cap \- J

essential for the

regulation of translation
of a transcript

https://microbenotes.com/types-of-rna/



https://microbenotes.com/types-of-rna/

2. Transcricao — sintese de RNA

e Sintese de RNA depende do DNA-molde

« RNA-polimerase adiciona ribonucleotideos a extremidade hidroxila
3’, construindo o RNA na diregao 5'--> 3’

. Afita de DNA molde é copiada na direcao 3’ — 5’ (antiparalela a
nova fita de RNA), exatamente como na replicacao do DNA.

RNA- Fita-molde de
RNA nascente
5 (5— 3) -ponmerak Y DNA

ﬂ @—5)
’ - . L ] lelg / 5/
< ~.\ \

Bolha de
transcricao

29



2. Transcricao — sintese de RNA

e Sintese de RNA depende do DNA-molde

« RNA-polimerase adiciona ribonucleotideos a extremidade
hidroxila 3’, contruindo o RNA na direcdo 5'(] 3’

. Afita de DNA molde € copiada na direcao 3’ [1 5’ (antiparalela a
nova fita de RNA), exatamente como na replicacido do DNA.

(5 CGCTATAGCGTTT(@3) Fita de DNA nao molde (codificadora) 30
(3) GCGATATCGCAAA(5) Fita de DNA molde

(5 CGCUAUAGCGUUU@B3) Transcrito de RNA



2. Transcricao — sintese de RNA

Sintese de RNA depende do DNA-molde

Transcritos de RNA
DNA fita-dupla
\ - K

5 ejenea gened gene e 3
= Y EEre—) < &£z A = =
— v e _ AN v - b=

3 gene b gene ¢ genef geneg 5

)

Alguns genes sao transcritos de uma das fitas do DNA e outros da outra fita

Transcricdo sempre de 5" =2 3’



2. Transcricao — sintese de RNA

e Sintese de RNA depende
do DNA-molde

- Trecho com 17 pares do
DNA fita-dupla é
desenrolado para a
sintese do RNA —
formacao da “bolha de
transcricao”

(b)
Direcao da transcricao
Fita de DNA
Molde Nao molde
Duplex de 5" =, /
DNA 3’ Im@ w/ 5

RNA V\M

(<)

Superespirais
positivas

Superespirais
negativas

Direcao da transcricao
DNA ...

_X___ RNA- T

~._-polimerase )

: \4‘\ Canal de
Saida do RNA ", entrada do NTP



2. Transcricao — sintese de RNA

RNA polymerase

e Sintese de RNA depende do a)
DNA-molde

e dupla-fita de DNA se

DNA is
unwound

DNAis
rewound

desenrola e a G ‘*" N / ke
RNA-polimerase sintetiza a A iD{
fita complementar de RNA ! o
ybrid region
DNAlprimase
b) DNA Polymerase (Pola) :
Laggmz l | I \

Okazaki fragmem

L g\
g\ l
s — 5
Leading
strand W i bl bt “ Topoisomerase

DNA Polymerase (Pold)
Helicase

Single strand,

Binding proteins

https://www.researchgate.net/figure /Sketches-of -the-a-DNA-transcription-32-and-b-DNA-replication-33_fig16_283775215




2. Transcricao — sintese de RNA

« holoenzima da RNA-polimerase da E. coli — sintese de RNA

Bolha de transcricdo Trecho de ~ 17pb

Fita codificadora

Canal de saida Rewinding 2) J Unwinding
do DNA

Fita

Canal de saida molde

do RNA

Canal de entrada
dos rNTPs 34

Hibrido RNA-DNA

~8pb Sitio catalitico

oy

Direcao da transcricao



2. Transcricao — sintese de RNA

. Sintese de RNA depende do DNA-molde
« RNA-polimerase dependente de DNA:

de DNA o }? g %

@ NTP que

Fita de ﬂ chega
RNA 7 OH 3

crescente o

=B Q=P —=0—F<0O
y T |
= __,:-o R} o e
;\\ { M92+ ) o _ (;l \\\‘ ,1\ 7’
> Y URwY -
o B
. AsP &I N
O\—/O/ b = O \
RNA-polimerase Asp Asp

O

DNA-molde

os quatro ribonucleosideos 5’-trifosfatos
(ATP, GTP, UTP e CTP) como precursores das
unidades de nucleotideos de RNA

Liga ao Mg?*

ndo precisa de iniciador como a
DNA-polimerase, pois se liga a sequéncias
especificas no DNA (promotores)

35



2. Transcricao — sintese de RNA

e RNA-polimerase em eucariotos

¢ RNA-polimerase Il — sintese de mMRNAs, RNAs reguladores, RNAs nao codificadores de proteinas
e alguns RNAs especializados —

e promotores da Pol Il apresentam algumas sequéncias em comum:

TATA box (sequéncia consenso de eucariontes TATA(A/T)A(A/T)(A/G)) préxima do par de bases —30 e
uma sequéncia Inr (iniciador) préxima do sitio de inicio do RNA em +1

-30 7 +1
I D R ;
Varias TATA box Inr

sequéncias 36
reguladoras



2. Transcricao — sintese de RNA

e RNA-polimerase em eucariotos - promotor unidirecional ou bidirectional
e Duas fitas podem ser copiadas, seguindo a transcricdo 5--> 3’
RNA POL Il engajada - transcri¢cao nas duas dire¢cdes em relagao ao promotor

A Unidirectional promoter

B. ® TSSa-RNA, 1 read
@ TSSa-RNA, 2-10 reads
O TSSa-RNA, >10 reads

mESC TSSa-RNAs ® no TSSa-RNA

N sense
M «-sense

37
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5%
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Seila et al. (2008) Science I



2. Transcricao — sintese de RNA

« RNA-polimerase |l — numerosos fatores protéicos sao associados - complexidade adicional
da polimerase de eucariontes.

11PN Proteinas necessdrias para iniciagdo da transcrigio nos promotores da RNA-polimerase Il (Pol 1) de eucariontes

Nimero de

Proteina de transcri¢ao subunidades  Subunidade(s) M, Fungao(des)

Iniciacao

Pol II 12 10.000 —220.000 Catalisa a sintese de RNA

TBP (proteina ligadora do TATA) 1 38.000 Reconhece especificamente a TATA box

TFIIA 3 12.000, 19.000, 35.000 Estabiliza a ligacao do TFIIB e TBP ao promotor

TFIIB 1 35.000 Liga-se ao TBP; recruta o complexo Pol II-TFIIF

TFIIE 2 34.000, 57.000 Recruta o TFIIH; tem atividades de ATPase e
helicase

TFIIF 2 30.000, 74.000 Se liga fortemente a Pol II; se liga a TFIIB e impe-
de aligacdo da Pol II as sequéncias de DNA nao
especificas

TFIIH 12 35.000 - 89.000 Desenrola o DNA no promotor (atividade de
helicase); fosforila a Pol II (no interior do CTD);
recruta proteinas de reparo de excisdo de nucleo- 38
tideos

Alongamento*

ELL' 1 80.000

pTEFb 2 43.000, 124.000 Fosforila a Pol II (no interior do CTD)

SII (TFIIS) 1 38.000

Elonguina (SIIT) 3 15.000, 18.000, 110.000

*A funcao de todos os fatores de alongamento é a de suprimir a pausa ou interrupg¢éo da transcngao pelo complexo Pol II-TFIIF.
Nome derivado da leucemia rica em lisina 11-19. O gene para ELL é o local dos eventos de cr fr i a
aguda.

ia mieloide




2. Transcricao —

e RNA-polimerase Il —
transcricido nos
promotores

PRINCIPIOS DE BIOQUIMICA DE LEHNINGER 1067

“ B e
3 DNA

+1

2N
' =
4
g ® / e) ~N - @ Complexo de

| ® pré-iniciacéo Il (fechado)
®® © APolll érecrutada parao
DNA por fatores de

Fa(qres Ete @ ® transcrigao.
terminacao ®

Fatoresde @
alongamento .. OO

Fatores de alongamento se

©  dissociam. O CTD é desfosforilado a
medida que a transcri¢ao termina,
um processo facilitado por fatores
de terminagao.

Abolha de
transcrigao se

Complexo de
iniciacao (aberto)

Fatores de
alongamento

@
[ ) Complexo de
alongamento

0 alongamento da transcricao ¢ auxiliado por
fatores de alongamento depois que o TFIIE e o
TFIIH se dissociam. DNA

7 T TATA |

e A

O CTD é fosforilado durante a iniciagao. A
polimerase escapa do promotor

DNA
entrando
(ajusante)
(C)
DNA
transcrito
(a montante)
Saida Mg2+~  Sitio NTPS

doRNA ativo

RNA-polimerase Il

39



2. Transcricao — sintese de RNA

o D NA—) R NA Direction of polymerization

Initiation Elongation Termination

DNA Mm\af, ,“ﬂﬂﬁ:ﬂ‘dwuv\nrmmﬂn,f,*

I 4

\

\VAVAVAVAVAVAVY 4
NXANSNAS XIANIXILNINTIINS
Short RNAs or \YAVAVAVAVAWY \ ATA Full-length RNAs
abortive transcripts Y\ /7 100s of copies
\VAVAVAVAVAVAVY
l ‘ 40
Immunostimulatory Short NAA ‘ ‘ Loopback
impurities dsRNA /V‘/\/\/\NVV\ /\/\/\N\N\’\ ,VVV\; ,,,,, f dsRNA

Dousis, A., Ravichandran, K., Hobert, E.M. et al. An engineered T7 RNA polymerase that produces mRNA free of immunostimulatory byproducts.
Nat Biotechnol 41, 560-568 (2023)



3. Processamento de RNA

RNA em bactérias e eucariotos sao
processadas apods a sintese

Ribozimas (Spliceosome -snRNAs): RNAs que
catalisam essas reacoes de processamento
pos-sintese

RNA recém-sintetizada - transcrito primario

splicing de RNA - remoc¢ao dos introns e
ligagao dos éxons - sequéncia continua que
especifica um polipeptideo funcional (MRNA)
ou RNA maduro

MiRNAs e IncRNAs

Sequéncia terminal
ndo codificadora
3

Transcricao e
adigao do quepe 5’
DNA
. Exon Intron
S
Quepe 5’
Conclusao do
transcrito primario
Transcrito
primario 7
5’ \ \ ) I
\ \ \ \ 1
X N \ \ I
\ \ ! Clivagem, "
R poliadenilacio \ I
X \  esplicing ’
‘\ \
o | ‘\l .
A | 4
mRNA N \ y
maduro ° ' :

-AAA(A), 3’



3. Processamento de RNA

MRNAS de eucariontes sao modificados em cada
extremidade:

e 5 CAP ou quepe 5’ - adicionado na extremidade 5’

e “cauda’ poli(A) - extremidade 3’ é clivada e adiciona 80
a 250 residuos

42



3. Processamento de RNA

5'CAP ou
quepe 5’

(0] CHj

|
N*
qu\)i \> 7-Metilguanosina
HN N7 N

CH, 0.

AH H
H

o H

“0—P=0

“0—P=0

7 “ vezes metilado
“0O—P=0
/
CH,
: Algumas
/O OCH; “— yezes metilado
“0—P=0
P

(o}
3

| OH OH
?
0—P=0
| Ligagao 5',5'
o trifosfato

Algumas

Extremidade 5’ do 4

RNA com grupo trifosfato

¥vBa,

pppNp
Enzima
sintetizadora

Fosfo-hidrolase do quepe
.
ppNp

GhB cTP

Guanililtransferase \
PP;

GpppNp

adoMet
Guanina-7 /
-metiltransferase \
adoHcy

m’GpppNp
adoMet

2'-O-metiltransferase
\ adoHcy

m’GpppmNp

Extremidade 5’ do RNA com quepe
(b)
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3. Processamento de RNA

e cauda poli(A)
extremidade 3’, mMRNAs eucarioticos

e Sinalizacao de clivagem (5') AAUAAA +
complexo enzimatico

e (endonuclease+
poliadenilato-polimerase+proteinas
tem um filamento de 80 a 250 residuos

A) 5

Dire¢do de
transcrigao

Fatores de
poliadenilagédo

L5

N>

Poliadenilato-polimerase

AARUAAA}=—OH(3')

(2]
(ATP

N> pp,
> @

ARUAAA —AAA(A)h—OH(3')
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3. Processamento de RNA

Processamento de mRNA

Transcrito
primario

Gene da ovalbumina

| 7.700 pb |
‘L 1 32 3 4 5 6 7 ‘
Il A Bl cPoll = Bel G B
Transcrigao e adicao do quepe 5’
RNA extra
L 5 6 7
s’l A ITBH cl Dﬂ e[| BE
Quepe
Splicing, clivagem e
poliadenilagao
Sete introns D RNA extra
ANA L123456
madore N [ man,

—

1.872
Nucleotideos
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3. Processamento de RNA

o Splicing de introns:

o Introns do grupo | : autosplicing — reacdes de
transesterificagdo - nenhuma enzima proteica ou
cofactor como fonte de energia - diferem em
detalhes dos seus mecanismos de splicing

o nucledfilo na primeira etapa pode ser a guanosing,
GMP, GDP ou GTP

o intron que sofre splicing acaba degradado

Transcrito
primario

Exon 5’
5

pG —OH

Intermediario

RNA apés splicing

5

intron

UpA
PGpA

U— OH
=

-UpU

Exon 3’
GpU

A 3’ OH da guanosina
atua como um nucleéfilo,
atacando o fosfato no

sitio de splicing 5’.

G pU
e

A 3" OH do éxon 5’

torna o nucledfilo,

se

completando a reagao.

5’ pGpA

G—OH 3’



3. Processamento de RNA

o Splicing de introns:

o Introns do grupo II: autosplicing — reacdes de
transesterificagdo - nenhuma enzima proteica
ou cofactor como fonte de energia - diferem
em detalhes dos seus mecanismos de splicing

o intermedidrio em lago, em que um ramo é
uma ligagdo fosfodiéster 2°,5’

O  circRNA

intron
~QCPAP4
>ﬁ"/ SR
4 OH. %
Transcrito \t 1}
primario )
\ /
Uw pU
A 2’ OH de uma adenosina especifica
no intron atua como nucleéfilo,
atacando o sitio de splicing 5’ para
formar uma estrutura em lago.
7\
( )
N GpApC Y/
P =T
Intermediario lm
—— A
5’ U-—OH pU

A 3’ OH do éxon 5’ atua como
nucledfilo, completando a reagao.

RNA que sofreu splicing
5% UpU

Para a extremidade 3’

PRINCIPIOS DE BIOQU

FIGURA 26-15

do grupoll. A
dos introns do ¢
filo na primeira e
lago, em que un

A adenosina na estrutura em
laco tem trés ligagoes



3. Processamento de RNA

. introns grupo llI: transcritos primarios
de mRNAs no nucleo.

. Introns do spliceossomo — catalisada
por um grande complexo de proteinas

. Formacgao do lago como no grupo Il

« Ribonucleoproteinas(snRNP)
especializadas a associadas a snRNA
(100-200 nucleotideos) u1, u2, u4, Us e U6

. ATP usado para montagem do
spliceossomo, mas nao para
clivagem-ligacao do RNA

u2

UCCAyYyYCAUA AYGAYGU
| L1111 LI

AGGUAGGU:(UACUA C’:AGGU
xon 5' ‘ 7| Exon3

(@
{6 U=———A—ac} 3
kUWSnRNP oo
Spliceossomo,  Polll
ATP X0/ <
U2 snRNP ‘i
ADP + P, & £10
| “cac
C———Lafrg— Iy
U1 v2
AP ya-us + us
ADP + P,
( || Spliceossomo
\\| U4-Us_ L)) inativo »
5 {cul)=< As—agl—3
= U5 |
vl v2
ATP
ADP 4 P, u1,u4
7\ %
( || Spliceossomo ’
\:}\Ll\‘"s/ ativo »
GU et
g [6u]'A—ac 3 ntron que
T sofreu splicing
Formaga
do lago
=~

(<)
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3. Processamento de RNA

=> em eucariotos - Splicing

-> Splicing de introns: T —

- Introns do grupo | : rRNAs, mRNAs e (2 g)‘ C)
tRNAs - autosplicing | enco

= introns do grupo Il : MRNAs e mtRNAs - —iQ —03 —o»\.% on,
autosplicing + estrutura em laco | | |

oo
g =0

=> Introns grupo lll: transcritos primarios de QO
mRNAs no nucleo -introns do 7 f
spliceossomo - - -

=> introns grupo IV: encontrados em certos
tRNAs - Reacao de splicing precisa de
ATP e de uma endonuclease
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1. Principios da regulacao génica

. sintese de RNAs funcionalmente distinta entre procariotos e eucariotos:
« Procariotos — transcricao e traducao acopladas

« Eucariotos: Presenca de nucleo — implica transporte do RNA do nucleo
ao citoplasma para a traducao

PROKARYOTE

Nucleus

Primary
transcript

Cytosol

Ribosome R
Ribosome
Nascent
protein Nascent
protein

EUKARYOTE
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1. Principios da regulacao génica

DNA | Gene |

@ Iniciagdo da transcrigao

Transcrito primério de RNA .:-:-:.

Processamento
pos-transcricional

mRNA [T @ Estabilidade do

RNA

@ Regulagdo da tradugao

Il
e

Aminoacidos
Proteina

da proteina

Al 1
Proteina » @ Degradacao
modificada A de proteina

@® Transporte de proteina

l ©® Modificacao

A concentracao celular de uma proteina
depende:

« Sintese do transcrito de RNA primario
(transcricao)

« Modificacao pos-transcricional do mRNA

« Degradacao do RNA mensageiro

. Sintese proteica (traducio)

. Modificagcao pos-traducional de proteinas
« Direcionamento e transporte de proteinas
« Degradacao de proteinas
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1. Principios da regulacao génica

DNA | Gene |

@ Iniciagdo da transcrigao

Transcrito primério de RNA .:-:-:.

Processamento
pos-transcricional

mRNA [T @ Estabilidade do

RNA

@ Regulagdo da tradugao

Aminoacidos
Proteina

©® Modificacao
da proteina

Al 1
Proteina » @ Degradacao
modificada A de proteina

l

@® Transporte de proteina

Transcricao de RNAs em eucariotos &
controlada em niveis moleculares adicionais
aos observados em procariotos

Taxa de transcrigcao pode ser controlada:
Estados de enovelamento da cromatina
metilacdo do DNA

Sintese/disponibilidade dos fatores de
transcricao

Regulagao do complexo mediador

Controle da iniciac&do da transcricao
53



1. Principios da regulacao génica

sintese de RNAs € um processo estocastico: para que um gene seja transcrito ¢
necessario que a ligacao da RNA polimerase seja estabilizada

Proteinas se ligam ao DNA para ajudar na estabilidade da RNA polimerase
regioes:

Promotor — local de ligagao da maquinaria de transcricao

Sitio regulatério — sitio de DNA onde uma proteina se liga

Sequéncias regulatérias — regidao onde contém diversos sitios regulatorios
Enhancers — sequéncias regulatorias que ajudam na ativacao da transcrigao

Upstream Downstream
Regulatory sequence Open Reading Frame (ORF) Regulatory sequence
Distal Proximal Poly-A signal Distal
control elements  control elements Intron Intron ~ Sequence control elements
I 1 r ] I ] I 1 1 =i
ows K —— I HEEN N -l
L L 1 L | L ] (] L
Enhancer/Silencer Promoter  Exon Exon Exon Terminator ~ Enhancer
TATA box or
Silencer 54

Biorender



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Em eucariotos, os promotores estao inativos na auséncia de proteinas
regulatorias — estado da transcrigao é restritivo:

Acesso ao promotores € restrito pela estrutura da cromatina - ativacao da
transcricao depende da mudanca na estrutura da cromatina;

Mecanismos de regulacao positivos sao predominantes - todo gene
precisa ter a transcricao ativada

Presenca de proteinas regulatérias multiméricas (maiores e mais
complexas que em bactérias)

Transcricao ocorre no nucleo e a tradugao no citoplasma - transcri¢ao e
traducao separadas tanto no tempo quanto no espaco



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Estrutura da cromatina Dupianetcedeons
R R '
- | W \
eucromatina: menos \\LX \Q.,
condensada, maior parte desta G
€ mais ativa na transcrigao.

2nm

=
—~ P Histonas
&0 R @~
g L ol =

nucleossomos
Heterocromatina: 10% da
cromatina em uma forma mais
condensada - € inativa na
transcricao (associada aos
centrdmeros)

PPN,
C

Cromossomo
700 nm
2,

ey — — L



DNA supertorcido e estrutura dos cromossomos

57

« Nucleossomo e histonas

Nucleossomos scdo unidades fundamentais da
organiza¢do da cromatima

Nucleossomo — DNA associado as histonas de
maneira que o DNA fica empacotado e
organizado

Epigenética- modificacdes covalentes em histonas
(H2A, H2B, H3, H4; sdo modificadas pela
metilagdo de residuos Lys ou Arg, fosforilagdo de
residuos de Ser ou Thr, acetilagdo, ubiquitinacdo
ou sumoilagdo




1. Principios da regulacao génica

Ativador Sitio de ligagao
regulador da

Em eucariotos: B B e
distancia entre os sitios de ligacao ' / Regulador da

de ativadores ou repressores €
promotores € reduzida pela algas
(looping) no DNA

proteinas reguladores
arquitetonicos que se ligam a
sitios de intervencao e facilitam o
looping do DNA
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2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Remodelacao da cromatina
— complexos enzimaticos

Reposicionamento ativo ou
deslocamento dos
nucleossomos (hidrélise de
ATP)

5 complexos principais:

3 envolvidos na ativagao da
transcricao (SWI/SNF,
NURF e SWR1)

2 envolvidos na acetilacao
(HATs) e desacetilacao de
histonas (HDACSs)

LA PER R Alguns complexos enzimaticos que catalisam mudancas estruturais da cromatina associadas a transcrigao

Estrutura oligomérica

Complexo enzimatico* (n°de polipeptideos)  Fonte Atividades

Modificacdo de histonas

GCN5 — ADA2 — ADA3 3 Leveduras GCN5 tem atividade de HAT tipo A

SAGA/ PCAF >20 Eucariotos Inclui GCN5-ADA2-ADAS3; residuos ace-
tilados em H3 e H2B

NuA4 Pelo menos 12 Eucariotos Componente Esal tem atividade HAT;
acetila H4, H2A e H2AZ

Movimento de histona/enzimas de substi-

tuicdo que precisam de ATP

SWI/SNF =6; M, total 2X 10°  Eucariotos Remodelagem de nucleossomos; ativa¢ao
da transcri¢ao

Familia ISWI Varia Eucariotos Remodelagem de nucleossomos; repres-
sao da transcricéo; ativagao da transcri-
¢ao em alguns casos (NURF)

Familia SWR1 ~12 Eucariotos Deposicao de H2AZ

Chaperonas de histonas que nao precisam

de ATP

HIRA 1 Eucariotos Deposicao de H3.3 durante a transcri¢ao

*As abreviagoes dos genes e proteinas eucari6ticos sao frequentemente mais confusas ou obscuras do que as abrevia¢oes usadas para bactérias. O complexo de protei-
nas GCN5 (controle geral nao desrepressivel, de general control nonderepressible) e ADA (alteragao/ativacao da deficiéncia, de alteration/deficiency activation)
foi descoberto durante a investigacao da regulacao dos genes do metabolismo do nitrogénio em leveduras. Essas proteinas podem fazer parte do complexo maior SAGA
(SPF, ADA2,3, GCN5, acetiltransferase) nas leveduras. O equivalente do SAGA em humanos é o PCAF (fator associado a p300/CBP). NuA4 é a acetiltransferase de nu-
cleossomos de H4; ESA1 é a acetiltransferase essencial relacionada a SAS2. SWI (troca, switching) foi descoberta como uma proteina necesséria para a expressao de
certos genes envolvidos na troca do mating type em leveduras, e SNF (sacarose nao fermentadora) como um fator de expressao do gene de leveduras para sacarase.
Estudos posteriores revelaram multiplas protefnas SWI e SNF que atuavam em um complexo. O complexo SWI/SNF tem um papel na expressdo de um amplo nimero
de genes e foi encontrado em muitos eucariotos, inclusive humanos. ISWI é smitagao de SWI; NURF, o fator de remodelagem nuclear (nuclear remodeling factor);
SWR1, uma Swi2/ATPase 1 relacionada a Snf2 e HIRA, um regulador de histonas tipo A.



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Mecanismos de regulagao positivos dos promotores

RNA-polimerase tem baixa afinidade pelos promotores - inicio
da transcricao depende de proteinas ativadoras

Especificidade da regulacao positiva: € a combinacao entre
proteinas ativadoras ligando-se em sequéncias especificas de
DNA + numero de sitios regulatoérios (6 a 12) + ligacao de varias
proteinas regulatorias positivas

proteinas ativadoras ~5-10% genes codificadores de proteinas
em eucariotos superiores



Como vimos na aula de Transcricao — sintese de RNA

RNA-polimerase (holoenzima) em eucariotos

RNA-polimerase Il — sintese de mRNAs, RNAs reguladores, RNAs nao codificadores de
proteinas e alguns RNAs especializados —

promotores da Pol Il apresentam algumas sequéncias em comum, incluindo uma TATA box
(sequéncia consenso de eucariontes) préxima do par de bases —30 e uma sequéncia Inr
(iniciador) préxima do sitio de inicio do RNA em +1

Sequéncias regulatorias adicionais: potenciadores (enhancers) em eucariotos superiores ou
sequéncias ativadoras a montante (UAS) em leveduras

30 +1
5/ I ‘ ‘ TATAAA ‘ l YYANAYY 4

Vaérias TATA box Inr
sequéncias
reguladoras



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Para ligacao ativa da POL Il - acdo combinada de proteinas regulatérias multiméricas :

(1) ativadores de transcrigao, que se ligam a potenciadores ou UAS e facilitam a

transcricao;
(2) reguladores da arquitetura, que facilitam o looping do DNA;

(3) modificagao da cromatina e proteinas remodeladoras (Reposicionamento ativo ou

deslocamento dos nucleossomos ou acetilagao/desacetilacdo de histonas);
(4) coativadores; e

(5) fatores de transcrigao basais, necessaria na maior parte dos promotores da Pol Il



Transcricao — sintese de RNA

. RNA-polimerase Il — numerosos fatores proteicos sdo associados - complexidade adicional da polimerase
de eucariontes.

. FATORES DE TRANSCRICAO BASAIS

114NV R Proteinas necessarias para iniciagdo da transcrigdo nos promotores da RNA-polimerase Il (Pol Il) de eucariontes

Nimero de

Proteina de transcricao subunidades  Subunidade(s) M, Funcao(des)

Iniciacao

Pol I 12 10.000 - 220.000 Catalisa a sintese de RNA

TBP (proteina ligadora do TATA) i 38.000 Reconhece especificamente a TATA box

TFIIA 3 12.000, 19.000, 35.000 Estabiliza a ligacdo do TFIIB e TBP ao promotor

TFIIB 1 35.000 Liga-se ao TBP; recruta o complexo Pol II-TFIIF

TFIIE 2 34.000, 57.000 Recruta o TFIIH; tem atividades de ATPase e
helicase

TFIIF 2 30.000, 74.000 Se liga fortemente a Pol II; se liga & TFIIB e impe-
de aligacdo da Pol II as sequéncias de DNA nao
especificas

TFIIH 12 35.000 — 89.000 Desenrola o DNA no promotor (atividade de
helicase); fosforila a Pol II (no interior do CTD);
recruta proteinas de reparo de excisdo de nucleo-
tideos

Alongamento*

ELL' 1 80.000

pTEFb 2 43.000, 124.000 Fosforila a Pol II (no interior do CTD)

SII (TFIIS) 1 38.000

Elonguina (SIII) 3 15.000, 18.000, 110.000

*A funcéo de todos os fatores de alongamento é a de suprimir a pausa ou interrupcéo da transcrigéo pelo complexo Pol II-TFIIF.
'Nome derivado da leucemia rica em lisina 11-19. O gene para ELL € o local dos eventos de recombinagéo cromossomal frequentemente associados a leucemia mieloide
aguda.



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Proteinas ativadores de transcricao
—> Complexo de iniciacao ligado

. MEDIADOR: Complexo de
proteinas coativadoras - liga
fortemente ao dominio da carboxila
terminal (CTD) da maior
subunidade de Pol Il

. TBP: proteina ligadora de TATA
box — primeiro componente a ligar —
faz parte do complex TFIID

(a) Ativacao
Proteinas

HMG <

DNA

. ~.
Ativadores e
coativadores de
transcricao

Complexo de iniciagao da Pol Il



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Proteinas reguladoras de arquitetura

Permitem que as proteinas ativadoras atuem em regides distantes da regido promotora — formando

alcas no DNA
Grupo de alta mobilidade (HMG)

(a) Ativacao UAS
Proteinas
HMG

DNA

Ativadores e
coativadores de
transcricao

Complexo de iniciagao da Pol Il



2. Principios da regulacao gé

Coreografia da ativacao da
transcricao

Ativadores

Complexos de modificacao de
histonas/remodelagem

Coativador (mediador)

complexo TFIID: TBP + os fatores de
transcricao basal TFIIB, TFIIE, TFIIF,
TFIIH; Pol II; e talvez TFIIA.

Complexo de iniciacao da transcricao

=== ariotos

a
H
L
;
Ifs
>

R
I~



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Proteinas ativadores e coativadoras (Mediador) de transcricado —> Complexo
de iniciacao ligado

Repressores - Complexo de iniciacao desligados

(a) Ativacao _
Proteinas DNA (b) Repressao Sk
HMG =
= B
&S %
L\ ( /\ Medlador 5 ,,,,x\
( ¢ P . /,\& ) p
S I Gy ( /R T _ T )
((/ /,I.?ﬁ DoNCEE T ¢ epressores 3 - ! . -
- | ) -

Ativadores e
coativadores de
transcricao

Complexo de iniciagao da Pol Il




2. Principios da regulacao génica em eucariotos

(a)

Horménio
Membrana L
pla[sméti(a l
e Receptores monoméricos tipo | (NR [) Complexo I |
NR-Hsp70 (9~ Hsp70
. . Citoplasma f*} ‘ funcim\ua?ra\;c\:onfelular
e receptores intracelulares localizados no congc
omplexo )
. . .~ NR-horménio 3 rotela
citoplasma - ativadores de transcrigao. T Pt
. . . NR dimero {\@ MRNA T
e Horménios esteroides (estrogénio, ‘ |
mRNA
progesterona e cortisol) hidrofobicos - e PR /
transportados por proteinas carreadoras no . @J [~ LiGapo
HRE  polil S
= -alvo

sangue até liberag&o no tecido-alvo

AR PEE N Elementos de resposta a horménio (HRE) ligados por
receptores de hormanios do tipo esteroide

e complexo hormdnio-receptor liga-se a

Receptor Sequéndia consenso a que se liga*

~ . e . Androgénio GG(A/T)ACAN,TGTTCT
sequéncias de DNA especificas: elementos de ——— T
Acido retinoico (alguns) AGGTCAN,AGGTCA
reSPOSta hormonal (H RE) Vitamina D AGGTCAN,AGGTCA
Horménio da tireoide AGGTCAN,AGGTCA

RX' AGGTCANAGGTCANAG

GTCANAGGTCA

* N representa qualquer nucleotideo.
Forma um dimero com o receptor do acido retinoico ou com o receptor da
vitamina D.



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Receptores monoméricos tipo Il (NR i)

receptores intracelulares localizados no nucleo — ligados ao
HRE e associados ao correpressor

Ex: Horménios esterdides tiredide

horménio migra pelo citoplasma e se difunde através da
membrana nuclear.

No ndcleo ele se liga a um heterodimero consistindo no
receptor do hormdnio da tireoide e do receptor retinoide X
(RXR). Uma mudanga na sua conformagao leva a dissociagao
do correpressor e o receptor entao funciona como ativador
de transcrigao.

(b)
Horménio
Membrana g
plasmaética
Mudanga no funcionamento celular

t

Citoplasma Proteina

mRNA

m Correpressor mMRNA
RXR — TR DESLIGADO
Besttuc "

HRE Gene-

-alvo
Nucleo
lCoativatov

Correpressor (
Horménio—g)

DNA

D= >

e

HRE* potil Gene-
-alvo

> LIGADO
N



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

Fosforilagao de fatores de transcricao - insulina - MAPK

@ O receptorde insulina liga-se a
insulina e sofre autofosforilacao
nos residuos de Tyr
carboxiterminais.

@ Oreceptorde
insulina fosforila IRS-1
em residuos de Tyr.

Citosol

© O dominio SH2 de Grb2
liga-se a(P)>-Tyr de IRS-1.
Sos liga-se a Grb2, e entac
a Ras, causando a liberaga
do GDP e a ligagao de GTF
pela Ras.

@ ARas ativada liga-se a
Raf-1, ativando-a.

@ A Raf-1 fosforilaa MEK
em dois residuos de Se
ativando-a. A MEK
fosforila a ERK em um
residuo de Thre um de
Tyr, ativando-a.

~ : @® AERKmove-se para
[ewi |- -

o nucleo e fosforila
'S W\ ANV DNA fatores de
mRNA transcricao

\ nucleares, como
Proteina

Elk1, ativando-os.

@ | O Elk1 fosforilado une-se
a SRF para estimular a
transcricao e a traducao
de um conjunto de
genes necessarios para a
divisao celular.




2. Principios da regulacao génica em eucariotos

e Fosforilagao de fatores de transcricao - JAK-STAT

ressao génica




2. Principios da regulacao génica em eucariotos

I-2,10-4,1L-7,
I-9,11-15
and IL-21

In-12
and
I-23

IFNa, No 1L-10, 11-19,
IFNB and activated IL-20. 11-22
IFNy receptor and IL-26

Ak @® (1A
@

Cytoplasm

(o Tcell
proliferation
and survival

* | cell memory =

* | regulatory
cell function

\

. * Beell function J

o Tcell
differentiation

* Lymphocyte
effector
function

o
* Antiviral
* Inflammation
| * Antimycobacterial

(STAT

$

Nucleus

| * Anti-
inflammatory
* Epithelial
barrier function
*» B cell activation
-

b

(W@ @z
(v

EPQ, TPQ, G-CSF,

GM-CSF, GH, leptin,

-3 and I1-5

IL-6, 1L-11,
I-13, OSM
and LIF

| STAT

| » Haematopoiesis
| | » Growth

| * Anabolic

| metabolism

"

e Teell
proliferation
and sunvival

* | cell memory
* T regulatory
cell function
* Wound healing
. = Beell function |

‘%

STAT )

Salas, A., Hernandez-Rocha, C., Duijvestein, M. et al. JAK-STAT pathway targeting for the treatment of inflammatory bowel disease. Nat Rev Gastroenterol

Hepatol 17, 323-337 (2020)



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

e Fosforilagcao de fatores de transcrigéo - NFkB

a b
TNFR1 [ TCR % IL-1RI I TLR4
|
Cytoplasm | TRADD lm""' [ TRAM |
mpi TRAF2 lel A20 === K it
TRAFS “:’.\/ (CARMA1 P Myoeel TRIE | RIPT
& ' TRAFG | »
IRAK4 — P N~ o 2
IRAK1 P TAgmww RIP1
u{;/w—si x,"“"‘ T B TLR3
ub_ 8 ub
TAB2/3 V" v
| TAK1 Y

- \ Endosome

Nucleus WWM\

Yu, H., Lin, L., Zhang, Z. et al. Targeting NF-kB pathway for the therapy of diseases: mechanism and clinical study. Sig Transduct Target Ther 5,209 (2020)



The RelA/cRel nuclear factor-kB (NF-kB) dimer, crucial for inflammation resolution, mediates the transcription of
the key enzyme in melatonin synthesis in RAW 264.7 macrophages

Nonstimulated

s
g

start

— R

Exon 1
AA-NAT = MEL

LPS-stimulated

Start

Promoter J i i —]_E:(:n 1
AA-NAT — MEL

Journal of Pineal Research, Volume: 60, Issue: 4, Pages: 394-404, First published: 17 February 2016, DOI: (10.1111/jpi.12321)




2. Principios da regulacao génica em eucariotos

e Fosforilagao de fatores de transcricao - NFkB

RAW - LPS 500ng/mL - 10 min

nuclei -Pl  RelA/p65

hOMCHO2 chot ©ho3.
y -
’ u
1 -



The RelA/cRel nuclear factor-kB (NF-kB) dimer, crucial for inflammation resolution, mediates the transcription of
the key enzyme in melatonin synthesis in RAW 264.7 macrophages

NF-KB-labeled

NF-kB unlabeled
_ 1x 10x_ 30x_100x_300x —
+ + + + + + -

8 ug of nuclear extract protein of 8;:
nonstimulated RAW 264.7 cells incubated
with 32P-labeled double-strand NF-kB Gam

probe in the absence (-) or the presence (+)
of 1-, 10-, 30-, 100, or 300-molar excess of
unlabeled NF-kB double-strand
oligonucleotide.

Free
probe
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The RelA/cRel nuclear factor-kB (NF-kB) dimer, crucial for inflammation resolution, mediates the transcription of
the key enzyme in melatonin synthesis in RAW 264.7 macrophages
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IP

1. Transfection of plasmids
expressing proteins of interest

2.Lysate and wash
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« NCRNA na regulacao da expressao génica
« Mecanismos transcricionais: IncRNA,

« Mecanismos pos-transcricionais: miRNAs e
siRNAs,



2. Principios da regulacao génica em eucariotos

~« NncRNA na regulacdo da expressao génica
. Mecanismos transcricionais: IncRNA

NEMQO

@\CamK-A
NKILA [ IKKB IKKa <

\ROLA/pss KB > | R WpGS

RelA/p65 mRNA
AN RelA/p65

i
LncRNA-p21 Cytoplasm
R |A/pss
PACER
pSO
pS0
pso —lp R WPGS
e IncRNA-COX2
Rel IA/ 65\ SWI ncRNA-
s p300 J e

m‘ f NF

- =1 Pol Il —>
DSOS OIS TS OO
\ Nucleus '

ttps:/ /journals.lww.com /cmj/Fulltext/2020,/04200/Involvement_of_long_non_coding_RNAs_in_the.8.aspx




Principios da regulacao génica

. Transcricao € um processo estocastico: controle de transcricao - modula os niveis
de transcritos e proteinas

. Atranscricao nao ocorre continuamente quando o gene esta “ligado” — nao oscila
entre “ligado” e “desligado”, mas em varios estados ‘ligado”

e pensamos no controle da transcricdo como um interruptor, mas € um processo
probabilistico - processo de ativagao da transcricao génica aumenta a
probabilidade de um gene ser transcrito
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The Contribution of Transcriptional Bursts to A =it
Cell-to-Cell Variability

One-state model
(Poisson statistics)

(A) Transcription without bursts with a relatively s e

small amount of noise.

100

mRNA number

504
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(B) Bursts in transcription can cause significantly Time (h)

higher variability, even when producing the same 8 250
mean number of transcripts.

2004
Two-state model
{(Expression bursts)

(C) In situ detection of individual mMRNA molecules A7, N7, 3

reveals large cell-to-cell variability in mammalian §
cells. NN > =z
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(D) Experimental histogram of mMRNA numbers. The 5 5
gray dashed line depicts the theoretical distribution
one would expect in the absence of transcriptional
bursts.

Raj et al., 2006, 2008.
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-« NcRNA na regulacao da expressao génica
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