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O que acontece apoés a transcricao do DNA?

DNA * Apos a transcri¢ao, as moléculas de
RNA sofrem processamento antes de
serem biologicamente funcionais
transcricao
 Balanco entre a taxa de sintese e
degradacéo dos RNAs determinam o

deg rad a(;éo €-----= RNA precursor nivel final da expresséo génica

o processamento

S

s~  RNA maduro

RNA mensageiros RNA transportador RNA ribosomal Outros (SNRNAs, miRNAS)
(MRNAS) (tRNA) (rRNA)
traducao
proteina funcGes estruturais ou regulatérias na expressao génica:

* leitura do cédigo genético (tRNAS)
* sintese da ligacéo peptidica, organizacao dos ribossomos (rRNAS)
» modificacao de RNAs (SnRNAs, snoRNAS)



Niveis de Controle da Expressao Génica em Eucariotos
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RNAs transcritos pela RNAP II sao alvo de 3 tipos
principais de processamento que regulam a

expressao genica:

1. Adicao de “cap” no 5’
2. Poliadenilacao do 3’

3. Remocao dos introns (splicing)

Consequéncias:

alteracao da estrutura/funcao do RNA ou
da sequéncia da proteina codificada
(modificam a informacao codificada no
cédigo genético)

Célula eucariotica
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MRNAs eucarioticos
possuem um “cap”
5’ end of

(quepe) Na sud primary transcript
extremidade 5’ HO OH ' '
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I
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7-methylguanosine
5’ cap GHa
OH
p
“cap” € um sinal CH,
importante para que o
MRNA seja traduzido | ow
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Mecanismo de
adicao de 5°cap

3'-HO

3'-HO

H,C
7 methyl

3-HO
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Além do 5’ cap, mRNAs eucarioticos
possuem uma cauda de As (cauda poli A)
na extremidade 3’

5I

‘ : , ’
¢ —® @@ I AAAAA 5, 55
I

CH,
5’ cap

A poliadenilacao controla a estabilidade do mRNA e
também é importante na traducao



Adicao de poli-A ¢ feita pela poli-A

polimerase
A
5’ OH (Ple~ —OH
1 P '-{I
J \h________li;iP,r
5 A
|
5’ AA
|
5’ AAA

l
Etc....Até ~150-250 As

Enzima funciona sem molde - a cauda poli-A nao
esta codificada no DNA



Mecanismo de adicao da cauda poliA

poly-A signal
sequence in DI':IA

e oap - l+«—Sequéncia sinal
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Cauda poli A e 5" Cap regulam a estabilidade do
MRNA (no citoplasma)

coding sequence 3’ UTR

“P | |
5 @ I AAAAA..,,, 3’
1 gradual poly-A shortening
! S — '
5@ A3

decapping followed ’ ’

by rapid 5’'-to-3’ :PId ?:d-to -5

degradatlon egradation
A.39



Presenca de $’cap e cauda poliA 3’ promovem a
circularizacdo do mRNA e a sua traducéao

Cauda poliA 3’
Fatores de

iniciacao da
traducao:
elF-4E
elF-4G
eiF-4A
elF-3

AAA

Circularizacao do mRNA aumenta a eficiéncia da traducao




Além do 5’ cap e da adicao da cauda poli A na
extremidade 3’, os transcritos primarios tem os
introns removidos. Este processamento é

denominado splicing de RNA



Genes eucarioticos sao (em sua maioria) constituidos
por exons interrompidos por introns

promoter
region
T intron 1 2 3
enomic
ona e @ s ) — e I
exon 1 2 .. - 4
transcricao
ltranscription
noncoding
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— 1 1 2 3 4 1
pre-mRNA 5w i — B a3

—> remocao dos introns
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spliced mRNA 5 e 1 3
1 2 3 4
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Intron: interrupting sequences
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“A beautiful case of seeing is believing”

7,700 bp
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Hibridizacao do segmento de DNA do gene com mRNA maduro
Observe que ha segmentos que nao hibridizam (nao anelam)!



The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993
Richard J. Roberts, Phillip A. Sharp

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993
Nobel Prize Award Ceremony
Richard J. Roberts

Phillip A. Sharp

Richard J. Roberts Phillip A. Sharp

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993 was awarded jointly to Richard J.
Roberts and Phillip A. Sharp "for their discoveries of split genes”



O numero e o tamanho dos introns nos genes
humanos € bastante variavel (100pb até >30kpb)

Gene da diidrofolato-redutase: 31 kpb

« 5 introns, que compreendem 29 dos 31 kb do
gene

e sequéncia codificante representa apenas ~ 7%
do gene

Gene da titina: 363 introns

Exon tipico tem ~ 150-200 pb




Introns tem tamanho muito variavel Exons tem tipicamente 100-200 pb

00 300 500

.

Tamanho do intron em kpb Tamanho do exon em nucleotideos




Mecanismo de splicing



As bordas exon-intron exibem
sequéncias conservadas

5' exon intron 3'exon

| I
. oooc A XX XXX XX a
5' NG URAGU YNYUR AYeeeY;;NCAG[cIT3

I S|’tio/ de I

ramificacao

Bases conservadas dirigem a maquinaria de splicing.
A maioria da bases conservadas fica dentro do intron.
Sinais mais importantes:

« GU no sitio 5’

« AG no sitio 3’

« A no sitio de ramificacao
98% das juncoes de splicing seguem a regra GU/AG



Maior parte dos genes possui sinais de splicing
conservados

> 97% dos Introns

Splicing signals for major (U2-type or GU-AG) introns
Left (5') site Branch site Right (3°) site
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Splicing signals for minor (U12-type or AU-AC) introns

Left (5°) site Branch sate Right (3°) site
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Estrutura tipica de bordas exon-intron em um gene eucarioto

Existem sequéncias consenso em uma molécula de RNA que sinalizam o
comeco e o final da maioria dos introns

Regra GU-AG - 98% das juncoes de splicing no genoma humano

&' splice site Branch paint 3" splice site

&' Exon Intron l 3" Exon
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Juncdes alternativas 1% = 6C-AG
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Sitio Sitio
“splicing” 5’ “splicing” 3’



Estrutura tipica de bordas exon-intron em um gene eucarioto

Sitio de ramificacéo
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sequéncia consenso - splicing

Cap

Regra GU-AG



O processo de splicing envolve 2 reacoes de
transesterificacao:

12 reacao:
O 2’ OH da A do ponto de ramificacao ataca o grupo fosforil da G
no sitio 5’ de splicing.

5' exon intron

|
N A p Giplelpil @A
X |

A ligac3o covalente 27, 5" entre o G do sitio de splicing e o A do
ponto de ramificacao faz com que o intron adote uma estrutura em
alca caracteristica chamada “lariat” ou laco.



O processo de splicing envolve 2 reacoes de

transesterificacao na remocao do intron e juncao dos

intron
5’ exon sequezr'me 3’ exon
sequence Holt sequence
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spliced exons

I ublishing as Pearson Benjamin Cummings.

O 3’ OH na extremidade do exon 5’ ataca o grupo fosforil da G
presente no sitio de splicing 3'. Isto resulta na ligacao dos exons 5’
e 3’ e na liberacao do intron em forma de laco.



Introns podem ser removidos através de
diferentes mecanismos de “splicing”
« “Splicing” auto-catalizado:
Introns grupo | e Il (procariotos e eucariotos)
« “Splicing” assistido por complexo
ribonucleoprotéico

(spliceossomo) = “splicing” nuclear

Introns nucleares ou spliceossomais (exclusivamente em
eucariotos)



Introns do grupo | formam estruturas tri-dimensionais capazes
de autocatalise: atuam como ribosimas

Thomas Cech e Sidney Altman - Prémio Nobel da Quimica (1989): Descoberta de
“self-splicing” de introns e propriedades cataliticas de RNAs
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9 regides (P1 a P9) assumem estrutura secundarias de fita dupla
Feng Guol, Anne R. Gooding, Thomas R. Cech Molecular Cell Volume 16, November 2004, Pages 351-62



X prXpA
OH
Primary ‘
transcript
5 UpG /
i.\\.\ K /
The 2’ OH of a specific adenosine
in the intron acts as a nucleophile,
attacking the 5’ splice site to form
a lariat structure.
\ 4
Intermediate GpAp
5' J—=0H
=y J’_’_._;/-?

The 3' OH of the 5’ exon acts
as a nucleophile, completing
the reaction.

Spliced RNA
5' UpU

Intron

A4

pU

pU

2',5’-Phosphodiester bond

Adenosine in the lariat
structure has three
phosphodiester bonds.

Nesssy

G,
PAPC
pp

i

3 OH(3")

Auto-splicing:
Introns do grupo |l

Presentes em mRNAs de
bactérias e virus.

Em eucariotos presente em
MRNASs de organelas
(mitocondria e cloroplasto).

Adenosina presente no intron
atua como agente
nucleofilico na 12 reacao de
transesterificacao

Resulta na formacao do RNA
maduro e uma estrutura
circularizada contendo os
introns (lariats)



Introns sem auto-splicing
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O spliceossomo é
capaz de:

« Reconhecer o sitio 5' de
splicing e o sitio de
ramificacao

- Aproximar estes sitios no
momento correto

« Catalisar as reacoes de
quebra e ligacao do RNA

« O sitio catalitico (U6+U2) s6
é formado durante a
montagem do spliceossomo

Proteina
auxiliar de U2
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Complementariedade entre RNAs das snRNPs e
sequéncias nos introns garantem a precisao do splicing

5' exon intron 3' exon
T I |

5 I IGUAAGU eeeeeee YNYUR l/\Y-"YnNCAGmy

exon 2




Complementaridade entre sequencias
primarias de snRNAs sao criticas para o
posicionamento correto do spliceosomo

e mudancas conformacionais que
acontecem ao longo do splicing
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Splicing catalizado pelo spliceosoma e splicing autocatalizado (Tipo II)
envolvem a formacéo de estruturas secundarias semelhantes

Nuclear splicing constructs an active site Group |l splicing construcls an active center
from painng between UG-U2 and U2 intron from the base-paired regions of domains 5 and 6

G '. \
G RRRR RRA

3 iEKONRI Y A YYYYAYY
- OH Domainé
5 ACUAG o
4 AU L2 l
GuGUAGUA 3’
JEnd G A ACAAUCAU Exon 1—-G U
OH
1 Y = pirimidina (C ou T)
Exon1—-G U

Coorobora a hipotese de que o spliceosomo tenha evoluido bos eucariotos a
partir de introns auto-cataliticos



Splicing Alternativo

Os transcritos primarios de mRNAs podem sofrer splicing de mais de
uma maneira, gerando combinacoes diferentes de exons

—> Exonl Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5
DNA - s DD QR DD DR <D DO X D DX D DI DM TN
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

Splicing Alternativo

. '
1 z 3 4 s 1 2 4 5 1 2 3 5
MRNA ottt et ity B B S
Traducao Traducao Traducao

Proteina A Proteina B Proteina C



Splicing Alternativo causa variabilidade na sequencia
do RNA

Gene da a-tropomiosina ,
I O N EE EEEE S E— 3
BN I I BN EEEE S'JDNA
N7 L
Transcricao, splicing,
5 cap, poliadenilacao

5 N e e NN 3 Musculo estriado
5w e~ NN T3’ MUsculo liso

5w N e e NN 3’ Fibroblasto

5w N N NN 3’ Fibroblasto

I N W W V20 WiV |V P Y Cérebro

Isoformas de mRNAs ou variantes de splicing

A maioria (92-94%) dos genes humanos apresentam
splicing alternativo!!!



Um gene - transcrito

Splicing alternativo

!

Um gene - multiplos transcritos
(isoformas ou variantes)



Numero de genes codificadores de proteinas em
diferentes genomas

R —
o/
!
5

crcen [ ~16.500
o [ 13.937

Influenza 11

http://genomebiology.com/2010/11/5/206

Splicing alternativo seria a solucao para explicar
maior complexidade dos seres humanos?



Alguns fatos...

- Tecido nervoso € caracterizado pela maior
diversidade de eventos de AS (splicing
alternativo)

« AS contribui para caracteristicas especificas da
funcao do cérebro humano

« AS esta associado com diversas doencas
genéticas hereditarias



Exemplo de doenca associada a erros no
splicing =2 Talassemias

mRNA B-globina GUU GGU GGU GAG GCC CUG GGC AG GUUGGU.....UUAG |G CUG CUG GUG
Intron

Val Gly Gly Glu Ala Leu Gly Arg Leu Leu Val
Val Gly Gly Cys Trp Ser
[ntron
mRNA Talassemia * GUU GGIAIG | GUGAGGCCUGGGCAGGUUGGU............. UUAG |GG UGC UGG UGG

/
Mutacao criou um sitio de splicing
distinto que resulta em um mRNA

maduro que codifica para uma proteina
truncada



Como e feita a escolha dos sitios de splicing?

Sequéncias exonicas e intronicas no RNA sao alvos de fatores
protéicos gue modulam a selecao dos sitios de splicing.

| SR A/B ;
(=D ~ad
== = % | I I I F—— _-__
Intronic Exonic Exonic Intronic
Splicing Splicing Splicing Splicing
Silencer Enhancer Silencer Enhancer

(1SS) (ESE) (ESS) (ISE)



Exemplo 1: Silenciador de splicing exonico

primary RNA
transcript

primary RNA
transcript

spliced mRNA

Tipo celular 1

splicing site +
repressor site

/
S5'HENNN T 3

splicing
machinery

\
5' I 3

\
5' I 3’

Tipo celular 2

5' 3
O
represso?'
\/ \/
5 E— T 3’

4
5' o 3' unspliced



Exemplo 1: Ativador de splicing exonico

Tipo celular 1 Tipo celular 2
splicing splicing
site\ /enhancer
5 I — 3 5 3
%activator
,\ Y

M

. -::L
5' N 3 5' 3’

| |

unspliced 5 T —— 3' 5' s 3' spliced RNA
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Muitos dos sitios de splicing alternativos sdo "fracos” (sitios
cripticos) e precisam ser reconhecidos por proteinas que ativem a
sua utilizagdo no splicing.



