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1. Transcricao Génica: Introducao

O E o meio pelo qual as células leem ou expressam as
Instrucoes genéticas de seus genes.

0 E o meio pelo qual a molécula de RNA transcrita deve ser
produzida a partir do DNA.

O principal motivo da transcricao € obter uma molécula
contendo a informacao genética do nucleo que possa
atuar no citoplasma.

A A partir de um mesmo gene podem ser produzidas muitas
copias idénticas de RNA e cada molécula de RNA pode
direcionar a sintese de forma rapida de grande quantidade

de proteina.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



1. Transcricao Geénica: Introducao

1 Cada gene pode ser transcrito e traduzido sob diferentes
taxas, permitindo a sintese de grandes quantidades de
certas proteinas € minimas de outras, de acordo com a
necessidade do sistema biologico.

d O RNA mensageiro € responsavel por 15% do RNA total de
uma celula.

1 Os genes em eucariotos sao organizados em éxons:
sequéncias de DNA codificadoras de proteinas que estarao
presentes no MRNA maturo e introns: sequéncias nao
codificadoras que serdo eliminadas durante o processo de
maturacao do mRNA.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



1. Transcricao Geénica: Introducao

 Além das sequéncias codificadoras, os genes eucarioticos
tem muitas sequéncias nao traduzidas (UTR) e regibes
presentes no inicio do gene, denominadas promotor.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



2. Tipos de RNA e seus papéis na traducao

Conteudo principal de RNA de uma célula

RNAtotal

'RNA codificante ' "RNA néo codificante
~ ~ 1% do total . ~99% dototal

= -

Pré-RNA codificante ' N Y N BANA tmRNAe
s el \Pré RNA Pré-tRNA |snRNA»snoaNA scRNA miRNA mmscﬁmros tlpos

| MRANA ANA  tANA |

Todos os organismos

Principais tipos de RNA que sao | .
. L _ Somente em eucariotos
produzidos durante a transcrigao | ) somente em bactérias

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2



2. Tipos de RNA e seus papéis na traducao

1 O RNA transportador &€ fundamental para a traducao,
transporta os residuos de aminoacidos até o ribossomo e
orienta a sua incorporacdo a cadeia polipetidica em
formacao de acordo com o codigo genético.

1 O RNA transportador forma estruturas secundarias
bastante estaveis em forma de trevo, sendo fundamentais
para a funcao da molécula na traducao: em uma
extremidade da molécula, pode ser ligado um
aminoacido, enquanto na outra extremidade ocorre o

reconhecimento do codon do mRNA por pareamento de
bases.

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2



2. Tipos de RNA: RNA transportador

tRNA

AminoacyHRNA

N Anticodon

loop

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics



2. Tipos de RNA: RNA ribossomal

1 O RNA ribosomal € o principal componente dos ribossomos
e representam cerca de 80% do RNA total da célula.

d Formam estruturas secundarias grandes e rigidas que, por
meio da ligagao com proteinas, foram os ribossomos e
atuam no reconhecimento de sequéncias durante a
traducao e na catalise da sintese proteica.

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2



2. Tipos de RNA: RNA ribossomal

Prokaryotes
e Ribosome

70S
1.6 MDa 0.9 MDa
0S 308
rRNA
55 23S 165
Y v
and 34 proteins and 21 proteins

Eukaryotes o
Ribosome

4.2 MDa

60S
805

2.8 MDa 1.4 MDa

< q%

55 285 5.85 185
v A4

408

and 50 proteins and 33 proteins

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2




2. Tipos de RNA: RNA ribossomal

J Estrutura dos ribossomos em eucariotos.

5S-RNA  5.85-RNA Y Large Ribosome (80S)

QOQCDQ(S) (1 &‘t) (léo_nt') subgunit (60S) 4.2-10%Da

O® 2.8 - 1 06 Da
= | -

oYeYo 2, mRNA
49 Proteins 28S-RNA (4718 nt) L

\_ £
RS0 ‘ i "
SR+ — .
are + > Small
¢e8 RRIT -
4. a —

33 Proteins 18S-RNA (1874 nt) &),

=>< |  mRNA
Hemoglobin A
at the same scale

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics




2. Tipos de RNA: RNA ribossomal

Initiator tRNA
(bound to IF GTP)

Small subunit \ 3 . RNA
(bound to IFs) 5 M
. mc%#a' 5 ; 3

Assembly of preintiation complex with
— small subunit (bound to IFS)

— initiating tRNA (bound to IF GTP)
—mMRNA

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics




2. Tipos de RNA: RNA ribossomal

Large Complete initiation
subunit complex
E site P site
Preinitiation
complex
A site
. w + p.
IFs
5 3’
— Hydrolyze GTP
— Add large subunit and
other initiation factors
to form complete
initiation complex

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics
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. Tipos de RNA: RNA ribossomal

0

— Hydrolyze GTP
— Load second
aminoacyl tRNA
onto A site

P 4}

UAC UUC 5

— Form peptide
bond (peptidyl
transferase)

Sl
—._\

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics




3. Transcricao Génica: Eucariotos e Procariotos

(A) EUCARYOTES

cytoplasm

nucleus
introns exons

L J
transcription unit

. TRANSCRIPTION
“primary

RNA transcrigt" )

5" CAPPING
RNA SPLICING

3’ POLY-
RNA cap | ADENYLATION

mRNA AAAA

| ExPORT

v
mMmRNA @ AAAA

| TRANSLATION
protein

(B) PROCARYOTES
DNA

{ TRANSCRIPTION
mMRNA

| TRANSLATION
protein .|

In Molecular Biology of the Cell, 4th Edition




3. Transcricao Génica: Eucariotos e Procariotos

Transcrigao poli-cistronica - Tradugao Imediata

procaryotic mRNA
coding noncoding
5 sequence sequence 3

EEE I S

1 l !

proteina  protein§  proteiny

Transcricao mono-cistronica - Traducao Citoplasma

eucaryotic mMRNA coding noncoding

sequence sequence

5’ ’
®(|1 PXPXP AAAAA150-250 3
CH3 ; 1
b cap i
(A) protein

In Molecular Biology of the Cell, 4th Edition



4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica l

Gene de mMRNA eucarioto e sua
constituicao

Regulatory sequence Regulatory sequence
r A ~ —r—
Upstream operator Promotor S’UTR Protein coding region / ORF 3’'UTR Downstream operator
—— r A v—"—r A v—A— ——
Enhancer Enhancer
/silencer Proximal Core RBS Start Exon Intron Stop Terminator /silencer

1. Regiao a montante: Promotora e Reguladora.

2. Regiao codificante

3. Regiao nao codificante (intron)



4. Aspectos moleculares da Regulacao Génica

gagccacacc ctagggtigg ccaatctact cccaggagca  gggagggcag — gagccagggce
tgggcataaa aglcagggca  gagcecatcta 2 tigctictga cacaactgtg
catgg  lgcacctgac  tcclgaggag  aaglclgeeg
ttcactagca acctcaaaca gacac ot | EXOﬂ .l
tggtatcaag gttacaagac aggtttaagg agaccaatag aaactgggca lgtggagaca .
gagaagaclc ttgggtttct gataggcact gactctctct gcctattggt ctattttccc
accctagge  tgetggtggt  claccctigg  acccagaggt  tetttgagtc  ctttggggat |
ctgtccactc  ctgatgctgt  tatgggcaac  cctaaggtga  aggctcatgg  caagaaagtg
ctcggtgect  Magtgatgg  cetggetcac  clggacaace  tcaagggeac  clttgecaca | EXON 2
ctgagtgagc  tgeactglga  caagctgcac  gtggatcctg  agaacttcag  ggtgagicta
tgggaccctt gatgttttct ttccecttct tttctatggt taagttcatg tcataggaag
gggagaagta  acagggtaca gtttagaatg ggaaacagac  gaatgattgc atcagtgtgg
aagtctcagg atcgttttag tttcttttat ttgctgttca taacaattgt tttcttttgt
ttaattcttg ctutettett ttttcttctc cgcaattttt actattatac ttaatgcctt
aacattgtgt ataacaaaag gaaatatctc tgagatacat taagtaactt aaaaaaaaac
tttacacagt ctgcctagta cattactatt tggaatatat gtgtgcttat ttgcatattc
ataatctccc tactttattt tettttattt ttaattgata cataatcatt atacatattt
atgggttaaa gtgtaatgtt ttaatatgtg tacacatatt gaccaaatca gggtaatttt
gcatttgtaa ttttaaaaaa tgctttette ttttaatata ctuttgtt tatcttattt
ctaatacttt ccctaatcte tttctttcag ggcaataatg atacaatgta tcatgcctct
ttgcaccatt ctaaagaata acagtgataa tttctgggtt aaggcaatag caatatttct
gcatataaat atttctgcat ataaattgta actgatgtaa gaggtttcat attgctaata
gcagctacaa tccagctacc attctgettt tattttatgg ttgggataag gctggattat
tctgagtcca agctaggccc ttttgctaat catgttcata cctcttatct tccteccaca

e ] | Excn 3

gratcactaany  gctegcttte ttgctgteca attictatta aaggttcctt tgttccctaa
glccaactac taaactgggg  gatattatga agggccttga  gcatctggat tctgectaat
aaaaaacatt tattttcatt gcaatgatgt atttaaatta titctgaata ttttactaaa

promotora em verde; regiao codificadora em azul e
regiao nao codificadora (intron) sem highlight.

Regiao

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 21




4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica

Sequéncias conservadas na regiao

promotora central

TFID
TFIB recognition
recognition element

element (TATA box)
Y
2 J AN g . Nt

-35 region -25 region +1

Transcription start site

h d _Y
Regulatory Core

promoter promoter

Regidao promotora central dos genes eucariotos. TATA box (-25
bp) também denominada Goldberg-Hogness box, onde se liga
TFIID e RNAP |l e regiao CG (-35 bp), onde se liga o fator de

transcricao TFIIB e outros.




4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica

Elementos promotores, acentuadores ou
silenciadores

Acentuador

RNA polimerase

\Coativadores N TRegiao codificante)O
| | Il »

Fatores gerais da transcricao e a RNA polimerase ligam-se a
sequéncias de acao in cis adjacentes ao local do inicio da
transcricao do mRNA. Essas sequéncias de acao in cis sao
denominadas coletivamente como o promotor.

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulo 14




4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica

Efeito das mutacoes na regiao promotora

Promoter region
| |

) TAGTGTATTG ACATGATAGAAGCACTCTACTATAATCT CAATAGGTCCACG ¥
3 ATCACATAACTGTACTATCT TCGTGAGATGATATTAGAGTTATCCr\GGTGC 5
-35 Sequence -10 Sequence
1. a 2 5 mRNA 3
Start of transcription
1

AGTTAGTGTATTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACGG

: Normal transcription T
a o
3 vy
T Reducedtranscription %GVFX,
G
o4
e gt
‘ $ $ No transcription ¢ ¢ A
A TC AT

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica

Exemplo de elementos da regiao promotora e
reguladora

250 200 150 100 50 Transcription
| I I I Slatl site

%m i i A=

= 966 (AL hN e,

Regiao promotora e elementos enhancers do gene da
metalotionina 2A contém multiplos sitios reguladores que agem
in cis. BLE: elemento basal; ARE: elemento enhancer que
responde a AP2.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 21




4. Aspectos moleculares da Regulacao Geénica

Efeito de mutacoes na regiao promotora

3.5
o
>
K
c 3.0'—
2
 a -~ -
% 1.0
=
o
v
>
QU
o
0 eole t-r-c|| - .. || - eelel ilee

(GO) (CCAAT) (TATA) (Initiation)

Efeitos dos niveis de transcricao do mRNA do gene da (-globina, como
consequéncia de mutacoes na regiao promotora do gene. MutagOes nas
regides TATA, CAT ou GC tém efeitos mais drasticos. Cada linha
representa o nivel de transcricdo em um experimento, por mutacoes
pontuais. Circulos s&o as regides que as mutacdes nao foram testadas.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 17




4. Aspectos moleculares da Regulacao Génica

Sequéncia promotora consenso

Codingstrand Promoterregion Start of transcription

5 ——— ¥
1 TATA -35bp

~ TFID and TBP
T binds to TATA

Fly — E—— K}
5 TATA

1 " TFIIBbinds

to TFID

—_—— N\ 3

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




4. Aspectos moleculares da Regulacao Génica

Sequéncia promotora consenso

3. — TFIH, TFIIE,
1 THIB »/—s TFIIF, Pol Il

TFID ' H \ 3 \":
£ F
3.

5

4 _ @D

1 THIH phosphorylates Pol |l
Transcription

s—-w—; 3
> bboo

Polymeras; I.Ia-ct.i‘\-lated




4. Aspectos moleculares da Regulacao Génica

Promotora da RNA polymerase |

SL1 N sn\ f‘p°”

(urB1 ) G

Upstream control Core promoter ribos.
element (UCE -45to-20 genes
-180to -17

Promotora da RNA polymerase lli

Transcription
(tRNAs, 55 rRNAs, small RNAs)

TF B,
TFIIA TFIC  TFINC
5 3
. internal promoters
Pol III'/:

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




5. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

Uma fita do DNA é transcrita em RNA

Fita codificadora

NN\ -~ 5TACGCGGTACGGTCAATGCATCTACCT

: 3'ATGCGCCATGCCAGTTACGTAGATGGA
Fita molde

A sequéncia de RNA é

TRANSCRICAO  complementar a fita molde
e idéntica a fita codificadora

Transcrito de RNA
- 5'UACGCGGUACGGUCAAUGCAUCUACCU

A funcao da RNA pollimerase € formar uma nova fita usando
uma das fitas de DNA como molde. Essa nova fita sera idéntica,
em sequéncia, ao DNA da fita sense 5'- 3’, exceto que a Timina

sera substituida por Uracila.




5. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

RNA é idéntico, com substituicao T por U em
relacao a fita sense do DNA

UNIDADE DE TRANSCRICAO

o

QT == AGn GT AG
INTRON EXON2 INTRON EXON 3 . FITA DO DNA SENSE i
S — 5
CA wem— TC D cA :WANTISSENSE

codlﬁwnte 'ndo

PROMOTOR

RNA POLIMERASE codificante
TRANSCRICAO
sitio de inicio da traducdo ki sitio de parada da traducdo
AUG P
t clivagem STOP
7y |
5' U A U 3+ transcrito primario do RNA
exon1 intron wn 2 intron

Clivagem e
splicing do
RNA

5'UTR 3'UTR

Errome SRR, | POLIPEPTIDEO




5. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

A Didaticamente, existem trés etapas da transcricao:
reconhecimento, inicio e alongamento.

RNA- Cddoen iniciador
-polimerase (srart of the gene)

promotor  -lider (em

alguns genes)| A Inicio

RNA Nucleotideos

Sitio SeQuéncia-l Sequénciagénica  Cddon finalizador

Fita-maolde de DNA

B. Alongamento RNA ~&

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14




5. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

Transcricao em Eucariotos

|f_"’_ ™ l

| A
s o "(’A{\"A A\ '/;\"\"A‘ \ﬁ':\ X '/ (X ’>C r;\'\ ¢ ) W (\"A AN C\"\(’ X rx\‘ /':.\‘ /:" (0 "/;’:\ v":\:f/’\ ¢ ."\ (f\\"( ¥a\ R -‘-"“--“*’“
[

+1 - lAlongamento da cadeia de RNA
Transcrito J—
de RNA ( i
VNI N OENENONENOENOENONEN (7\'\0'\\0\\0'\\0 VNN NN NN NN ,\,j,\;-,f@-','.»-‘.";«:’}‘-'.'--.:’}‘f.*;.:"'.I\T.':v'}‘?.'-v".?‘
1 l ~ Término da transcrigéo
(dependente ou
independente de p)

DNA 5'Tmr|rrzrﬂa"“sml TR
1o 01 (wmrfwar) vt ﬂ
3-,-94}”

RNA 5"~¢%’ Formagdo da alga
(stem loop)
Dissociagédo do RNA

do molde de DNA

5,

a_' 3' 3!

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2



5

. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

Fatores de transcricao

&
o

Interacao da proteina
ligante de DNA com o
DNA.

Ziper de
leucina

Proteina bHLH

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




5. Transcricao Génica em eucariotos: Processo e Regulacao

Complexo receptor — hormoénio esterodide

Inactive gene : Start point of transcription
DNA
I ) l J B I I No mRNA
Enhancer Promoter
Hormone receptor
complex . o
Start point of transcription

Active gene :

Promoter mRNA
Activated enhancer activated

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




6. Pre-mRNA: Modificacoes Pos-Transcricionais
Fluxo da Informacao: do DNA - mRNA

Fita ndo transcrita Exons 1 2 S
[ ] | |
5' { I: 3.
3 W 5
Fita transcrita 5 W
RNA

1.Transcricao 5' CAP N - 3

l Adicao de poliA

2. Processamento 5 JQLA AAA 3

e splicing de RNA

Nucleo l

3.Transporte l 5' I A A A A S

Citoplasma _l

In Thompson e Thompson, 2018 — Genética Médica



6. Pre-mRNA: Modificacoes Pos-Transcricionais

Fluxo da informacao do mRNA - Proteina
= :’::,‘;:z,‘;"‘d‘e“gn X 5 MAAAA 3
Nucleo l

3. Transporte l 5' I A A A A G

Citoplasma _
Cadeia de polipeptideo

= em crescimento
Ribossomos l

5. Montagem da proteina %olipeptideo completo

In Thompson e Thompson, 2018 — Genética Médica




6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

d Antes de sair do nucleo como mMmRNA, o prée-mRNA
apresenta varias modificagcoes:

0 1.  Capping: adicao de um nucleotideo especifico
modificado (uma guanina metilada), denominado de 7-

metilguanosina, trifosfato de guanosina ou cap, a
extremidade 5 do mRNA.

Funcao: auxilia no seu transporte para o citoplasma
e a sua ligacao aos ribossomos, alem de protegé-lo
da degradacao pelas exonucleases celulares

enddgenas.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Capping:
/‘ Grupo metil

CH,

N
HN
Fe OO 0 .
HN % N O CH,,—o—i';L o;?fo?o CH,__Q_-
L a o
5'-5' fita

* Metilagbes
/ adicionais

In Pimentel et al, 2013 — Genética Essencial - Capitulo 2



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

0 2. Poliadenilacdao: adicao de aproximadamente 200
nucleotideos de adenina a sua extremidade 3,
constituindo a cada poli-A.

Local: ocorre na regiao flanqueadora nao traduzida,
cerca de 15 a 20 bp a jusante de uma sequéncia de 6
nucleotideos, denominada sinal AAUAAA.

Funcao:. esta associada a maior facilidade de
transporte do mRNA para o citoplasma e sua
estabilidade no momento em que chega ao
citoplasma, dando-lhe maior resisténcia a digestao
por exonucleases celulares endogenas.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Poliadenilacao:

(A) [—>
5'

3I

(B)
5 m’Gppp

(®)
5 m’Gppp

(D)
5 m’Gppp

AATAAA 3’
TTATTT 5’

ltranscriqao por uma RNA-polimerase |l

\ 4
AAUAAA <
| J
15-30
nucleotideos
lclivagem emV¥
AAUAAA 3’
lpoliadenila@o <
AAUAAA AAAAAAA - ---AAA —OH 3’

In Molecular Biology of the Cell, 4th Edition



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

0 3. Splicing: consiste na remocao de todos os introns do
pre-mRNA e juncao dos éxons nao contiguos, formando
uma molécula de mMRNA muito menor, functional, e
portando uma sequéncia codificadora ininterrupta
composta so de exons.

Saida:. somente apdés esse processamento, o RNAmM
maduro deixa o nucleo e se localiza junto aos

ribossomos no citoplasma.

Sequéncias doadora e receptora: as extremidades dos
introns tem um sitio de splicing 5’ (sequéncia doadora)
formada pelo dinucleotideo GU e um sitio de splicing 3’
formado pelo dinucleotideo AG.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Splicing:
(A)

unidade transcricional
[
éxon 1 intron 1 intron 2 éxon3
- .-
J'transcriqaodogene
(B)

E1l \ J E2 | YE3

im ---------- ag I N gu----ag

clivagem do transcrito primério de RNAem Y
e descarte das sequéncias intrbnicas 1 e 2

(&)

El E2 E3
uniao das sequéncias exbnicas 1, 2 e 3,
produzindo um RNA maduro
(D) E1 E2 E3




6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais
Splicing:

Spliceossomo: € uma maquina complexa e dinamica
que contém cinco pequenas ribonucleoproteinas
nucleares que formam o cerne estrutural, 70 fatores
de spliceossomo necessarios a montagem do
complexo e cerca de 70 proteinas associadas, parte
delasl com atividades em outros estagios da expressao
génica.

O splicing representa uma das formas de
regulacao potencial da expressao génica em
eucariotos.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Splicing:

5' splicing Branching 3' splicing
site point site
5[ _exonld ‘ E* exon2 |3
Intron

J

Spliceosome

__—"(contains snRNPs)

exon 2 - 3

5 [__exonl

In Gromley & Grorﬁley, 2021 - Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

SpIiCing: Lariat VL

structure

AG] exon 2 |3

5| exon 1 }-OH\/

S exon 1 [ exon 2 ] 3

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Os sitios de splicing sao conservados:

5" splice site

¢ i
3" splice site
y -
) AG
o_zz;zz;ézlgx g ==
5 13 14 15 ¥

In Gromley & Gromley, 2021 — Biochem, Cell and Mol. Bio. and Genetics



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Splicing alternativo:

Prée-mRNA

MRNA

Uma mesma molécula de mRNA pode formar
diferentes combinacdes de éxons e com isso
formar diferentes moléculas de mRNA.

In Martins et al, 2018 — Genética Molecular e Clinica - Capitulo 14



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

Splicing alternativo:

Calcitonin gene

5 |Exonl Exon2 | Exon3 | Exon4 Exon 5 Exon6 3
T .
Primary RNA transcript L
5 3
mRNA Ccellsin thYI'Oid RNA proressinn 5 .
P Splicing: | in hypothalamus
Translation Translation
aute e Different
S gene products ::Cgilzgtonin
gene-related

_ . o peptide)

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics




6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

0 4. Edicdo _do mRNA: consiste na modificacao da
informacgao genética a nivel de RNA.

O gene Apo B-100 codifica a apoliproteina que esta
envolvida no metabolismo de lipideo.

Codifica uma proteina de 512 kDa com 4536
aminoacidos. Ela € sintetizada no figado e secretada
na corrente sanguinea onde transporta lipideos.

Apo B-48, uma forma funcionalmente mais curta da
proteina com 2152 aminoacidos e € sintetizada no
intestino. Uma deaminase intestinal converte a
citosina no codon 2152 CAA em uracil UAA. lIsso
resulta em um stop codon e a proteina € menor.



6. Pre-mRNA: Modificacoes pos-transcricionais

0 4. Edicdo _do mRNA: consiste na modificacao da
informacgao genética a nivel de RNA.

1 Apo B-100 4536
| |

1 Translation
Glu

CAA
5 { ) 3

mRNA unedited ‘ Cytosine deamination
by intestinal deaminase

UAA
5 { } 3
stop
] 2152
| J
Apo B-84

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics



7. RNAs nao codificadores: regulacao génica e

protecao ao genoma

Tipos de RNAs nao codificantes
Tipo Processo especifico

RNA ribossomal (rRNA) Sitio de reconhecimento do complexo de tradugéo

RNA de transferéncia (tRNA) Transporte de aminodcidos para o complexo de tradugéo

MicroRNA (miRNA) Ajuste fino da expressao génica

pequeno RNA de interferéncia (SiRNA) Interferéncia de RNA (inibicdo da expressao génica)

RNA 7SL (srpRNA) Parte da particula de reconhecimento de sinal (reconhece e transfere a proteina
para o reticulo endoplasmaético)

RNA nuclear pequeno (SnRNA) Splicing do RNA, regulacdo de fatores de transcricdo, manutencao de teldmeros

RNA nucleolar pequeno (snoRNA) Guia no processo de maturacao do rRNA

Ribonuclease P (RnaseP) Molécula de RNA com funcéo catalitica no tRNA

RNAs Y Repressor da particula de ribonucleoproteina Ro, necessdria para a replicagdo
do DNA

RNA telomerase (TERC) Componente de RNA da telomerase; envolvido no alongamento dos teldomeros

RNA antissenso (aRNA) Complemento da fita senso do RNA mensageiro. Fun¢éo natural ndo conhecida,
(?) protege o DNA contra agentes infecciosos

Transcrito antissenso cis-natural (NAT) Papel sugerido no imprinting, splicing alternativo, Lyonizagéo

RNA de interacdo com Piwi (piRNA) Inibicdo de retrotransposons

| RNAs ndo codificantes longos (> 200 nucleotideos) Vérios aspectos dos processos de transcri¢do, tradugdo, splicing e epigenética |




7. RNAs nao codificadores: regulacao génica e

protecao ao genoma

BLASTLAT | Genoma Humano: versao
7 Human GRCH38p13) v GRCh38.p13
miRNAs 4.872
Long non coding RNAs 16.907
Varios non coding RNAs 2.221

TOTAL 24.000

Last updated Jun/2019



7. RNAs nao codificadores: regulacao génica e

protecao ao genoma

Alguns ncRNAs localizam-se em introns de genes
codificadores de proteinas e ndo apresentam sua propria
regiao promotora. Esses RNAs sao principalmente miRNAs,
sNoORNAs e scaRNAs. A expressao dos mesmos € acoplada a
transcricao de um gene do hospedeiro.

5'
SENP3-EIF4AY

-
£
i
n

88—

SNORA4S SNORD10 SNORAST

A figura acima ilustra trés diferentes snoRNAs em introns do
gene que codifica a proteina SENP3-EF4A1

In Samuelson T, 2019 Chapter 11



Os micro-RNAs ou miRNAs sao pecas
chaves na compreensao da regulacao da
expressao géenica pos-transcricional.



7. RNAs nao codificadores pequenos:

siRNA e MicroRNA: sequéncias de copias unicas que nao
codificam proteinas

miRNA pathway
Pri-miRNA Pre-miRNA

@
m|RNA gene
Nucleus

Cytoplasm

siRNA pathway
T dsRNA Pre miRNA

Partially
complementary

A

Translational
inhibition
mRNA degradation

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 18



7. RNAs nao codificadores pequenos:

0 1. RNA de interferéncia pequeno: RNAI, descoberto em
1979. E induzido pelo siRNA. Consiste em RNA dupla-fita
de 21 a 23 bp com 2bp overhang em ambas extremidades.
o Apresenta a funcao de inibir a expressao de sequéncias
exogenas, tails como aquelas que entram na célula
durante a infeccao viral.

o Os siRNAs desempenham esse papel por meio da
clivagem do RNA estranho.

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics



7. RNAs nao codificadores pequenos:

0 1. Complexo de silenciamento induzido pelo RNA:
SIRNA interage com proteinas com atividade helicase e
RNA nuclease, resultando no complex RISC (complexo de

silenciamento induzido por RNA).

Helicase

SIRNA

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics

Nuclease



7. RNAs nao codificadores pequenos:

5 2. Silenciamento do mRNA: diferindo
3'[[010111”1 do siRNA, a funcdo do miRNA é
controlar a expressao de genes
enddgenos. Um pre-miRNA pode
i sl originar mais do que um miRNA.

pre-miRNA

Dicer

0 A interacao dos complexos mMIRNA-
RISC na regiao J3'UTR induz a
RISC inativacao do mRNA. Essa inativacao
S RTE RS ST 3 ocorre por meio da combinacao da
repressao traducional, deadenilacao,
decapping e degradacao do mRNA.

In Samuelson T, 2019 Chapter 8

In Passarge, 2018 — Color Atlas of Genetics



7. RNAs nao codificadores pequenos:

MicroRNA: liga-se a regiao 3’ UTR do mRNA e o inativa ou inibe
a traducao

Translational repression -
Deadenylation

elF4G \/f\ ¥ .

RISC
[ |

elF4A i
elFaE mRNA coding

sequence AN3
\j,/ TNRC6 P pan2
Decapping and 5" to 3’ decay
Complex with NOT1/2/3/9,

DDXe6, CAF1 and CCR4

3’ UTR

In Samuelson T, 2019 Chapter 8



7. RNAs nao codificadores pequenos:

Doencas associadas com mutacoes em microRNA

5' GGUGGGGGCGGGUGUCCGUCCGGAAAUG 3' INPPL13'UTR
B R
3'!' UGGGAAUAGUCAAGAGGCAGG

7 5' mir-184
|

U

5' UGAAGGGGGCAAGGUCCGUCCUCUGUGG 3' ITGB43'UTR
ARRRRN
AGGCAGGU 5' mir-184
}
U

' vy - y - - p—— — -
! ol o TWRRTF ! £ A
g e ¥ £\ . ¥

MIRNA-184 € o mais abundante na cornea e epitelio da
lente. A doenca keratoconus (ceratocone) € devido a
mutacao C>T no miRNA-184.

In Samuelson T, 2019 Chapter 8



7. RNAs nao codificadores pequenos:

Doenca Keratoconus ou Ceratocone

Ocorre alteracao na curvatura da cornea, diminuicao da espessura o
que prejudica a formacgao de imagens.

Mazzotto, 2018 - Agéncia USP



Long-Non coding RNAs

ou Inc-RNAs

Um universo de RNAs nao
codificadores ainda a serem
explorados.



8. RNAs nao codificadores longos:

Sdo RNAs que nao codificam proieinas e
apresentam um tamanho maior que 200 nt.

Sdo transcritos pela RNA polymerase Il, possuem
cauda poliA e apreseniam splicing alternativo.

Sdo menos conservados na evolucao do que
genes que codificam proteinas. Por exemplo,
cerca de 30% dos IncRNAs humanos sao
especificos de primatas.

Samuelsson. 2019 The Human Genome in Health and Disease 11



8. RNAs nao codificadores longos:

Quais as funcoes dos IncRNAs

miRNAs IncRNAs

GO\
? stabilit . ®
stability kq 4{\3,'

? miRNA recognition translation ?

RNP formation ?

transport ?

Bozzoni 2021 The 26th Annual Meeting of the RNA Society



8. RNAs nao codificadores longos:

Mecanismo de acao de long non coding RNA:

46,XX

> (AR D
(IR BIEED

x

As celulas do sexo feminino se submetem a inativacao aleatoria de
um dos cromossomos X envolvendo o long non coding RNA XIST.

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulo 6



8. RNAs nao codificadores longos:

Mecanismo de acao de Long non coding RNA XIST:

46, XX

> (AR D

= (NINEN BT

As celulas do sexo feminino se submetem a inativacao aleatoria de
um dos cromossomos X envolvendo o long non coding RNA XIST.

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulo 6



8. RNAs nao codificadores longos:
Locus do long non coding RNA XIST.

Xi

iyt I

| I

l I

l I

| I

l I

| I

l I

| I

! I

.e=<_ Inativacdo do X : ! =]
1§ < > 5 ¥

* RNAnc de XIST a I I
partir do Xi : :

» Dissemina ao longo do Xi i
« Silenciamento epigenético | I
da maioria dos genes : !
em Xi : -

! I

SRS

Expressao
génica monoalélica

Como o RNA nao codificante XIST controla a inativacao do
Cromossomo X.

In Thompson e Thompson, 2016 — Genética Médica- Capitulo 6



8. RNAs nao codificadores longos:

Long non coding RNA HOTAIR: regula a
expressao génica in trans.

(a) HOXC genes HOTAIR gene HOXC genes
Cﬂ:&ﬁ_ HOXC locus chr12
~—~ HOTAIR

2000000 | : HOXD gene
HOXD locus chr2

Epigenetic transcriptional repression

O gene que codifica INcRNA HOTAIR tem uma localizacao intergénica no
cromossomo 12 e age in trans em um gene localizado no cromossomo 2 € promove
repressao transcricional por mecanismos epigenéticos.

In Samuelson T, 2019 Chapter 1



8. RNAs nao codificadores longos:

Long non coding RNA Kcnq1ot1: controla a
expressao alelo-especifica.

O loci que codifica o INcRNA Kcnaqot1, € antisense do gene que
codifica a proteina KCNQ1 e regula a expressao dos genes ao redor.

O IncRNA Kcnaqot1 € um locus de imprinting.

(<) Kenglotl

o NS~
ll BEE.... ”L Ell al paternal
BT ST

Kengl

In Samuelson T, 2019 Chapter 1



8. RNAs nao codificadores longos:

Doencas associadas com mutacoes em IncRNA

rs917997

IL18RAP *
E Inc13

(b)

(@) Macrophage with inflammatory

Normal macrophage response or celiac disease
rs917997
rs917997 * o
* HDAC1 Inc13 GCTATTCAGAT  ~
GCTATCCAGAT . ’ / _hnRNPD
X l_|
C = n l—

Inflammatory
response gene

INcRNA13 e sua localizacao genbmica. A doenca celiaca &
devido a mutacao C>T no IncRNA13, o que resulta na perda de
interacdo com as proteinas HDAC1 e hnRNPD e impede o

silenciamento de gene de resposta inflamatoria.
In Samuelson T, 2019 Chapter 11




9. Nomenclatura génica (HUGO) e NCBI

Gene codificante de proteina: nomenclatura e
estrutura do mRNA

HUGO Gene Nomenclature Committee: Home

https://www.genenames.org/

= Y RefSeq: NCBI Reference Sequence Database

comprehensive, integrated, non-redundant, well-annotated set of reference sequences including genomic,

https:// www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/



9. OMIM

Genes em Humanos

OMIM® - Online Mendelian Inheritance in Man®

Welcome to OMIM', Online Mendelian Inheritance in Man®. OMIM is a comprehensive, authoritative
compendium of human genes and genetic phenotypes that is freely available and updated daily. The full-text,
referenced overviews in OMIM contain information on all known mendelian disorders and over 15,000 genes.
OMIM focuses on the relationship between phenotype and genotype. It is updated daily, and the entries
contain copious links to other genetics resources.

This database was initiated in the early 1960s by Dr. Victor A. McKusick as a catalog of mendelian traits and
disorders, entitled Mendelian Inheritance in Man (MIM). Twelve book editions of MIM were published between
1966 and 1998. The online version, OMIM, was created in 1985 by a collaboration between the National
Library of Medicine and the William H. Welch Medical Library at Johns Hopkins. It was made generally available
on the internet starting in 1987. In 1995, OMIM was developed for the World Wide Web by NCBI, the National

Center for Biotechnology Information.

OMIM is authored and edited at the McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins University
School of Medicine, under the direction of Dr. Ada Hamosh.

NLM's Profiles in Science -- The McKusick Papers

& NCBI  Resources @ How To

OMIM OMIM B

Limits Advanced Help

OMIM

OMIM is a comprehensive, authoritative compendium of human genes and genetic phenotypes that is freely available

and updated daily. OMIM is authored and edited at the McKusick-Nathans Institute of Genetic Medicine, Johns Hopkins
University School of Medicine, under the direction of Dr. Ada Hamosh. Its official home is omim.org.
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