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O que sao genes ?
Qual a diferenca entre genoma e transcritoma ?
Como 0s genes sao ativados ?

Quais as caracteristicas estruturais e elementos regulatorios
dos genes de procariotos? E de eucariotos ?

Qual a maquinaria celular envolvida na transcricao ?



Genes ativos geram coOpias de RNA no
processo de transcricao

Replicacao DNA

Transcricao

RNA

Traducgao

Proteina

- Processo para
sintese de todos
0s RNAs da célula

- Reflete o0 estado
fisiologico da
célula

- O conjunto de
genes expressos
emuma dada
situacao e
variavel

- Processo
catalisado pelas
RNAs
polimerases
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O gue sao genes”?

*Trechos funcionais do genoma (DNA nas celulas, RNA em
alguns virus) que sao transmitidos como uma unidade

hereditaria.

* Frequentemente estdo associados a caracteristicas
mensuraveis (fenotipos). Ex. cor dos olhos ou cabelo, tipo

sanguineo, etc.

 Podem estar presentes em mais de uma copia e apresentar
variacoes entre individuos, onde os variantes sao
denominados alelos (organismos diploides possuem 2 alelos

distintos).



NUmero de genes em diferentes organismos

Em geral hd uma correlacdo positiva com o grau de complexidade
dos organismos (ha excecoes!!)

B
.—I.
£a
Ldn]

' E, ool
% Infuanza 11
¥



A definicao de genes fol mudando a medida que o
conhecimento da biologia molecular avancou

Leitura do codigo
genético

Conceito classico:
regioes do genoma que
codificam proteinas
(RNAs mensageiros) e
RNAs diretamente

AT

envolvidos na sintese

proteica (rRNAs Informac&o m
genetica para a
: _ o
ribossomais, RNAs e Componente dos
das proteinas ribossomos, formagao da
transportadores) ligagéo peptidica

(ribosima)



Tipos de RNA codificados no genoma eucariotico

mRNA tRNA rRNA
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Conceito moderno de gene:

regides do genoma que codificam proteinas ou RNAs com funcdes
regulatdrias, cataliticas e estruturais (RNAs nao codificadores de

proteinas, NncCRNAS)



Quantidade relativa de diferentes RNAs na bactéria E.coli

Component Dry Cell Molecules Different Copies of

Mass (%) /Cell types each type
Wall 10 1 1 1
Membrane 10 2 2 1
DNA 1.5 1 1 1
MRNA 1 1,500 600 2-3
tRNA 3 200,000 60 >3000
rRNA 16 38,000 2 19,000
Ribosomal 9 10° 52 19,000
protein
Soluble 46 20x10° 1850  >1000
protein -
Small 3 7.5x10° 800

molecules



O que é o transcritoma ?

= Colecao de RNAs (transcritos) presentes
em uma célula/tecido em um dado momento.

Fracdo do cdodigo genético (DNA) que é transcrita pela RNA
polimerase em moléculas de RNA em uma celula

Inclui todos os tipos de RNA codificados no genoma



O gene geralmente € maior do que a sequéncia
codificadora para a proteina
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UTR: Regidao nao traduzida (“*Untranslated region”)



Anatomia dos genes em procariotos

O mMRNA bacteriano em geral € policistronico (poligénico)
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MRNAS eucarioticos s&o sempre monocistronicos
(codificam um Unico gene)




Estrutura de um gene eucarioético

Genes eucarioticos séo interrompidos:

* RNAS precursores (pre-mRNAs) contem trechos codificadores e UTRs (“exons”) intercalados
por trechos n&o-codificadores (“introns”).

* Introns s&o removidos apoés a transcricao (“splicing”)

Citoplasma Nucleo
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[ Transcrigdo SS
Pre- mRNA \ :}—:

Processamento
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+adicédode cap &
« adigdo de cauda poliA3
* remocao de introns (RNA splicing)

RNA transport
and translation
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Quais as semelhancas e diferencas na arquitetura e
componentes de genes de procariotos e eucariotos?

Estrutura de gene procariético

Operon
Promotor Gene B Gene D Terminador
1 1 1 1
o 5 +— I e - -
| ] 1 | l | | ]

Estrutura de gene eucariético

regido codificadora

Regido regulatoria a Regido regulatéria a

montante Open Reading Frame (ORF) jusante

Elemento de Elementos de Sequencia Elementog de

controle distal controle proximal Intron Intron  Sinal Poli-A controle distal
[ | [ | [ 1 [ 1 1 [ 1

oo s K —+— 10 -0
LJ 1 l ] | | 1 ] LJ L

Enhancer/ Promotor Exon 1 Exon 2 Exon3  terminador  Enhancer/
Repressor Repressor

—— Inicio da transcrigdo




Co-linearidade entre a sequéncia do gene e a
sequéncia da proteina

DNA mRNA Polypeptide
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Demonstracao experimental da co-linearidade entre a
sequéncia do gene e a sequéncia da proteina

Charles Yanofsky, 1960

Experimento onde foi verificado que a ordem de mutacdes pontuais introduzidas no
gene da enzima triptofano sintetase de E.coli correspondem a mesma ordem das
troca de aminoacidos na sequéncia polipeptidica

Position of mutation

DNA MMMMWWMWMWWMMMMMW3

. . 175 177 183 211 213 234 235 243 268
1 1 I I

Protein J_@_@ @ {Tyr]—[Leu]—[ThrJ [GIYJ {Glh |G|Y| Ser

. |

Leu] [Val][G‘In] Met] [Cys| |Arg| [lle| [Arg)(Glu] (Val| |Cys||Asp| |Leu] m

Altered amino
acid residues

Figure 2-4
Genes and Genomics: A Short Course (3e)
© 2007 W.H.Freeman and Company




Moléculas de acido nucléico envolvidas na
transcricao

(5" ) CGCTATAGCGTTT (3" DNA fitacodificadora
(3')) GCGATATCGCAAA((’) DNAfitamolde

(5") CGCUAUAGCGUUU®') sya transcrito



A transcricao do DNA pela RNA Polimerase

Bolha de transcricéao

Fita codificadora RNA

Re-enovelamento

Fita molde

RNA-DNA Active site  (@antisenso)
5" hybrid, 8 bp

Direcéo da transcricao




Propriedades da transcricao pela RNA Polimerase

Sintese de RNA:

e Direcao 5’ — 3’

e formacao da ligacao
fosfodiester envolve o ataque
nucleofilico do 3’ OH da cadeia
crescente no fosfato do
carbono 5'(alfa) do
ribonucleosideo trifosfatado
gue sera incorporado.

A RNA polimerase ndo
requer um iniciador
(primer) para iniciar a
sintese do RNA

5' end of 5' nucleotide
polynucleotide chain triphosphate
being added to chain

0=P-0
|
2

* o=r-0

I
-0 OH

Pyrophosphate
is released

Q—0—1v—0

Hy



RNA polimerase bacteriana

Complexo composto por varias proteinas:
~ 465 kD em E. coli

>cerne

/ J

subunidade sigma regulatéria holoenzima



Componentes da RNA polimerase de E.coli

Gene product Functions
A 2 a subunits ‘ L'gﬂg“‘: ao RNA polimerases

(40 kD each) promotor Também possuem

_ e rpoZw subunit mecanismos que
{208 fé‘;bfgj“ I garantem a fidelidade da
SN subunidades B e B transcrigdo e uma baixa
JANY Centro taxa de erro de

mDC B’ subunit Cﬂfﬂll'l'lCD Incorporagéo de bases

(160 kD) ,
nas moléculas de RNA
(107)

Reconhecimento
especifico do
promotor

N

SNSRI\

E. coli enzyme = 465 kD

rpoD o subunit
(32-90 kD)

Taxa de erro € 2 ordens
de grandeza maior que a
das DNA polimerases
(taxa de erro 10°)




Estrutura cristalina da RNA Polimerase bacteriana a 2.6A

Fig. 1. Holoenzyme crystal structure. The subunits
colors are: 8, sage; §°, white (§'163-452, cvan; '
Zn-finger, green); al, blue; cll, light orange; o,
magenta; and @, red. Two catalytic Mg=+ (red)
and two Zn-" jons (blue) are shown as spheres.




Etapas da Transcricao do DNA

1. Iniciacao
2. Elongamento

3. Terminacao



A transcricao do RNA se inicia em Regidoes Promotoras (elementos
regulatorios cis) localizadas na vizinhanca do local de inicio da
transcricdo, que contem sitios de ligacdo da RNA polimerase

Promotores de genes bacterianos

A numeracao € relativa a posicao do 1° nucleotideo transcrito

Regido -40 a -60 _Regido -35/ \Regiao -10/ Posicdo +1
UP element —35 Region| Spacer |10 Region| Spacer RNA start
+1
Consensus NNAAATATATTTTNNAAAANNN [N[ TTGACA | Ny, | TATAAT | N,
sequence -
AGAAAATTATITTAAATTTCCT |N|GIGICA| N,; JPATAATI N, A
trp ITCACAY N, RN N A
lac ITTACA| N,, BN N, A
v
Genes codificantes recA TTGATA | N,; | TATAAT N, A
para RNA ribosomal
possuem elementos UP
araBAD CICACCT N, [N N, A




Passo 1: Iniciacao da transcricao

Reconhecimento e ﬂv

E19a5a0a o nromoTor Inicio da Transcrigdo

. Binding a:hiﬁatmn

R R
= Imtl ation of
Jr transcription

UP 35 -10+1 5

* Closed complex
* formation :92

Deslocamento da
subunidade sigma

* Open complex o

¢ formation i i ,




Como determinar no laboratério os locais de inicio de transcricdo no
DNA?

“Footprinting” de DNA: aligacao da RNA Polimerase em regides promotoras protege o
DNA da digestao enzimatica
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Substituicao do fator sigma ligado a RNA polimerase
controla a iniciacao da transcricao de genes de acordo
com as necessidades da célula

Fatores sigma o distintos reconhecem sequencias promotoras
diferentes e ativam conjuntos distintos de genes

Gene

rpoD
rooH
rpoE
rpoN
fliA

Factor

o
0]
E
0]
54

a
F
o

Use

general
heat shock
heat shock
nitrogen
flagellar

-35 Sequence Separation
TTGACA 16-18 bp
CCCTTGAA 13-15bp
not known not known
CTGGNA 6 bp
CTAAA 15 bp

-10 Sequence

TATAAT
CCCGATNT
not known
TTGCA
GCCGATAA



Passo 2: elongacao da transcricao

“Bolhade transcricao”

Nontemplate
RNA

Rewinding

Fitamolde

RNA-DNA Active site
5" hybrid, 8 bp

o)

Direcao da transcricao

5 =— 3



Passo 3: terminacao da transcricao

llsomerize

Terminate

Tipo 1: através da

formacao do grampo de

terminacao

Sequencias complementares
na extremidade do RNA
sintetizado formam o grampo.

L~

Loooo
fee>® 0000

uuuu E

Grampo de terminagcao causa a pausa no avanco
da RNA polimerase e a sua dissociacao do DNA

Uridinas consecutivas na
base do grampo pareiam com
baixa energia de interacao

com adeninas no DNA




Passo 3: terminacao da transcricao
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Tipo 2: terminacao
dependente da proteina Rho

Rho (46kDa, ativa como hexamero)
move-se ao longo do RNA
acompanhando a RNA polimerase

Com a pausa da RNA polimerase na

sequéncia de terminacgao, Rho alcanga a
enzima

Rho desenrola o hibrido RNA-DNA

Sequéncia de Terminagao
dependente de Rho: ricaem C

AUCGCUACCUCAUAUCCGCACCUCCUCAAACGCUACCUCGACCAGAAAGGCGUCUCUU




RNA polimerases de eucariotos

RNA pol I Nucledlo rRNA Varias subunidades

RNA pol II Nucleoplasma | mRNA Vérias subunidades
snRNA

RNA pol ITI Nucleoplasma | rRNA 5S | Védrias subunidades
TRNAs

RNA pol Mitocondria 01 subunidade

Mitocondrial

RNA pol de Cloroplasto Similar as

Cloroplastos bacterianas

Requerem proteinas auxiliares para sua atividade: fatores de
transcricao (elementos regulatorios em trans)



Estrutura de promotores eucarioticos
reconhecidos pela RNA Pol Il

SV40 early

H ERN N 1]

Thymidine kinase

s Sitio de inicio
datranscricao

| ) [] < B N 2
Histone H2B
4 4 4 4 [ y
-140 -120 -100 -80 -60 -40 -20
Startpoint
) 4 [ [

Types of module

Octamer CAAT GC TATA



Diferentes proteinas sao necessarias para o recrutamento
da RNA Pol Il para a regiao promotora e
Iniciacao/elongacao da transcricao do DNA

Fatores gerais de transcricao

Number of

Transcription factor subunits Subunit M, Functions

RNA polymerase |1 12 10,000-220,000 Catalyzes RNA synthesis

TBP (TATA-binding protein) 1 38,000 Specifically recognizes the TATA box

TFIIA 3 12,000, 19,000, 35,000 Stabilizes binding of TFIIB and TBP to the promoter

TFIIB 1 35,000 Binds to TBP; recruits RNA polymerase-TFIIF complex

TFIID 12 15,000-250,000 Interacts with positive and negative regulatory proteins

TFIIE 2 34,000, 57,000 Recruits TFIIH; ATPase and helicase activities

TFIIF 2 30,000, 74,000 Binds tightly to RNA polymerase Il; binds to TFIIB
and prevents binding of RNA polymerase to
nonspecific DNA sequences

TFIIH 12 35,000-89,000 Unwinds DNA at promoter; phosphorylates RNA
polymerase; recruits nucleotide-excision repair

complex

ELL' 1 80,000

P-TEFb 2 43,000, 124,000

SII(TFIIS) 1 38,000

Elongin (SI11) 3 15,000, 18,000, 110,000



Formacao do complexo basal de transcricao em
promotores de genes transcritos pela RNA pol Il

Fatores gerais de transcricdo + RNA Polimerase = Complexo Basal de Transcricao

—

Tata Binding Protein
TBP

7\ /AN

Complexo TFIID ‘\-
~~ RNA polymerase ||

—

(inclui TBP e fatores
acesssorios)




Genes eucarioticos contem regides regulatorias adicionais, distantes
das regibes promotoras vizinhas ao sitio de inicio da transcricao

Regiao ativadora

(“ Enhancer”) Promotor -
FTs /
f”"‘\

AV/AN/AN /AN /3\/\/*\ NN

~100 bp ~200 bp upstream of startpoint

* “Enhancers” podem estar fisicamente separados do promotor por centenas ou
milhares de nucleotideos.

» Assim como promotores, 0s “Enhancers” também contem elementos na sequencia
do DNA gue ligam fatores de transcricéo especificos e acentuam a transcricao do DNA



O complexo basal de transcricao sofre regulacao de fatores de
transcricao especificos que se ligam aregides ativadoras
(“enhancers”) e interagem atraves de proteinas co-ativadoras

Guactivatur Distancia entre elemento enhancer e promotor:

Co-ativador 100 bp a 1 Mbp (1,000,000 bp)

F ) Regido promotora

NG SOOI

Complexo Basal
Upstream factor de transcricdo
Fator de Transcrigdo




Como os “enhancers” localizados a até milhares de bases de
distancia dos promotores conseguem modular a expressao
génica?

Ativacao do complexo basal de transcricao por fatores de transcricao envolve a
formacao de voltas no DNA (“loops”) que aproximam regioes ativadoras
(“enhancers”) da regiao promotora

Enhancer

Fator de Transcricao
/ Ativador

Fatores gerais
de transcricéo /—\‘/ CoAtivador

7
RNA polymerase

DCSLS / The University of Tokyo



Transcricao em eucariotos

A fosforilacao da
extremidade C-terminal
da RNA polimerase é
necesséria para a

iniciag&o e elongacao

datranscricao

5 —30 +1
3’ [TATA] |Inr | DNA

TBP (or TFIID and/or TFIIA)

v
TFIIB

v
TFITF — RNA polymerase 11

v

l TFIIE P

S -~ -

TFIIH o

A .

TFIID \\‘
@ RNA polymerase II \‘
—— TFHA ﬁi @} A
complex dephosphorylation
DNA unwinding to
produce open complex RNA
Termination
= ) 1
Elongation
Unwound DNA Elongation
factors

TFIID

|

TFIIA
Clmmy)

Phosphorylation of
RNA polymerase II, initiation,

and release of elongation complex

[Inr| I

=

RNA

..

TFITH
TFIIE



Comparacao da transcricao em procariotos e eucariotos



Nos procariotos a transcricao e traducao sao processos
acoplados que ocorrem simultaneamente

RNA
i polymerase 3’
duplex / S
Ribosome

Direction of transcription

Direction of translation

T

Procariotos ndo possuem compartimentalizacdo do genoma no nucleo



NOs eucariotos, a transcricao acontece no nucleo e a
traducao no citoplasma

Nucleo

Transcrl cao

A compartimentalizacao

da transcricdo no nucleo

possibilita que o RNA
sofra diferentes tipos de
processamento até ser
transportado para o

citoplasma




Etapas da transcricao em procariotos e eucariotos tem

tempos de duracao distintos

n
O
+—
09
o 1.5
O
O
| 3
Q.

Transcription bagins

V/ANYAN"ZAN NN /,\N
ppp < .-5' end is triphosphate

<

Ribosomes begin translation

VN7 N7\

),_
P

Degradation begins at 5 end

INNONONENIN
P £
s
A A
RMA polymerase terminates at 3' end

SN

_—
/‘J._—_ﬁ

T

Degradation continues, ribosomes complete translation

7S~ ‘ =

< T~

Eucariotos

<1 min Transcription starts: 5' end is modified

SNIRNOTRONN
«PPR

6 min 3 end of mRNA is released by cleavage

SN

v/\

20 min 3 end is polyadenylated

SNSRI I
K/‘ Splicing
PR AAAAAA '
25 min  mANA is transported to cytoplasm

—

“L—

= 4 hr Ribosomes translate mRNA

b0l g ——snss



Transcricao como alvo terapéutico

A RNA polimerase bacteriana € inibida por rifamicina (se liga a
subunidade beta)

A subunidade beta da
RNA pol contem 5 sitios
de ligacéo para
rifamicina

O antibiotico previne o

inicio da sintese da

cadeia de RNA,

imediatamente apoés a

Ry Ry=CHC00; Ry
T gac

L L - +
Rifampicin R;=H; R,=CH=N N—CH,4
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D-Val O D Val O
T~ T}{ L-Thr

ol

Actinomicina D

X
+
N

H
Acridina

Agentes intercalantes de
acidos nucléicos inibem
tanto a transcricdo como a
replicacéo, em procariotos
e eucariotos



A RNA polimerase Il de eucariotos é inibida
especificamente por a-amanitina

r:lm
CH— CH,OH

- 2
"‘“n:lm l|’|:r

H;C

0
H H Il H

HN—C—C—N—C(C —C—N—CH,—C=0

| H I

| /'Y
H CH \]—,[g\ —
HO N | H
| O CH, O 0=C
 H H | [ °H |
C—C—N—C—C—N—C—CH,—NH

| — H
O  CH,—CONH,

a-Amanitin

Y

C,H;

Isolado do cogumelo
Amanita phalloides

*Altamente toxico

Bloqueia a etapa de
elongagdo da transcrigdo
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