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O que é a transcrigao, quando se
esta falando em expressao de
genes?
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Cadeia polipeptidica

Funcionalmente, um gene é maior do que a regiao que codifica a protei




Qual é a fita a ser lida pela RNA polimerase??

Qual destas fitas a RNA polimerase “lé” durante a sintese de RNA?

Em qual sentido a RNA polimerase “I&" esta fita”?

Cdédon de

iniciagdo
Fita codlﬂcadora GACGTTAAATATAAACCTGAAGATTAAACATGACTGAATCTTTTGCTCAACTCTTTGAAGAGTCCTTAAAAGAAATCGA 3’
Fita molde 3’ CTIGCAATTTATATTTGGACTTCTAATTTGTTACGACTTAGAAAACGAGTTGAGAAACTTCTCAGGAATTTTCTTTAGCT 5

RNA 5’ GACGUUAAAUAUAAACCUGAAGAUUAAACAUGACUGAAUCUUUUGCUCAACUCUUUGAAGAGUCCUUAAAAGAAAUCGA 3’

Por definicdo, sempre que se apresenta a sequéncia de um gene, é
mostrada apenas a fita codificadora (aquela que é semelhante ao
RNA), a ndo ser que explicitamente detalhado no texto.

Fita molde é aquela lida pela RNA polimerase




RNA polimerase
(enzima cerne)

Transcrigdo

|
|
|

’ ¥ Sigma ', \\ Inicio do mRNA
1
|

\

5 4 / \ 3
1. CTGTGACAATTAATCATCGAACTAG TTAACTAGTACGCAAG
A CTATTCCTGTGGATAACCATGTGTATTAGAGTTAGAAAACA
KB TGGTTCCAAAATCGCCTTTTGCTGTATATACTCACAGCATA
I TTTTTGAGTTGTGTATAACCCCTCATTCTGATCCCAGCTT
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Sequéncia -35 “Pribnow box”
Consenso
E Sequéncia promotora é

Fatores sigma reconhecem sequéncias nas regides -35 e -10, e promovem uma
ligacdo especifica da RNA polimerase, posicionando-a para o inicio de transcrigao




Curiosidade

Regulacao de genes por quorun sensing
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Em Eucariotos a RNA Polimerase é fosforilada em seu Dominio
C-terminal (CTD)

TFID TFIIE
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\ Phosphates

Esta fosforilacao é mediada pelo fator TFIIH, e converte a RNA polimerase em
uma enzima altamente processiva, que deixa os fatores de transcricao para
tras e comeca a fase de elongacao.




Visao geral da transcricao mediada pela RNA Pol 11
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FIGURA 15-22 Transcricdo nos promotores da Pol Il. As fases da transcrigdo pela Pol Il — monta-
gem, iniciacdo, elongacdo e terminacdo — estdo associadas a proteinas caracteristicas, conforme
descrito no texto. A montagem organizada e a dissociacio dos fatores conduzem o processo adiante.



Exercicio 1

A figura 1 representa o processo de transcricao de dois genes de
RNA ribossomicos adjacentes, em uma foto de microscopia
eletronica. Interpretando a figura, qual o movimento da RNA
polimerase: da esquerda para a direita ou da direita para a
esquerda? Por que? Por que as moléculas de RNA parecem
menores do que o DNA que as codifica?
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Figura 1. Microfotografia de genes de RNA ribossdmico .



Exercicio 1
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Exercicio 2

* A sequéncia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. Qual seria a sequéncia da molécula de RNA? E se a RNA
polimerase interrompesse a transcricao na sequéncia CCT, qual

seria a sequéncia do RNA transcrito? Indique a orientacdao da
fita.

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’



Exercicio 2

* A sequencia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. Qual seria a sequencia da molécula de RNA? E se a RNA
polimerase interrompesse a transcricao na sequéncia CCT, qual

seria a sequéncia do RNA transcrito? Indique a orientacao da
fita.

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’

5’- GTAACGGATCCTGACTAG-3" - 5’-CUAGUCAGGAUCCGUUAC-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5" - 5’-GUAACGGAUCCUGACUAG-3’



Exercicio 2

* A sequencia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. E se a RNA polimerase interrompesse a transcricao na

sequéncia CCT, qual seria a sequéncia do RNA transcrito?
Indique a orientacao da fita.

5- GTAACGGATCCTGACTAG-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5’

5’- GTAACGGATCCTGACTAG-3’ - 5’-CUAGUCAGGA-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5" - 5’-GUAACGGA-3’



RNAs séo processados em fragmentos menores apos a sua sintese

Heterogeneous Nuclear RNAs (hnRNAs)
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Tamanho dos RNAs apos processamento
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- mRNAs maduros presentes no citoplasma
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Analise de hibridacao de RNA-DNA por microscopia eletronica

Evidéncia de que os genes sao interrompidos por regioes nao codificantes:
nem todas partes do gene (DNA) estdao representadas no mRNA




Estrutura dos genes eucarioticos: introns
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FIGURA 16-7 Genes interrompidos. introns sdo sequéncias
que nao codificam proteinas no DNA e no mRNA transcrito
que sdo removidas do RNA durante o processamento para
formar um mRNA proteina-codificante continuo, formado

somente por éxons.

Os genes sao interrompidos por introns




Pés - transcricao - processamento

Adicao do quepe 5’

Globin gene
DNA
Transcription by
l RNA polymerase I
and capping
Primary
transcrip
Removal of 3' end
by nuclease and
polyadepation
Processing _ ;
intermediate na extremidade 3
l cleavage at
splice junctions
n'G — _A AA
Remocao dos introns
Ligation
of exons
10S m
- ARA | mRNA maduro
mRNA

Os RNAs transcritos pela RNA Pol Il devem ser processados para se tornarem

MRNAs maduros




Pés - transcricao - processamento

Adicao do quepe (cap) de 5-metilguanosina na extremidade 5’ do mRNA
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A guanililtransferase (a enzima de
capeamento) esta associada ao CTD
da Pol | para assegurar que cada
mRNA seja capeado a medida que é
transcrito.

Uma vez que o
capeamento esteja
completo, a
guanililtransferase
dissocia-se, e 0
complexo de ligagdo ao
quepe (CBC) se liga.
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Pos - transcricao - processamento

Adicao do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA

Endonuclease cliva o RNA apos a
sequéncia AAUAAA

Poli(A) Polimerase adiciona em torno de

250 adenosinas sem a necessidade de
molde

Proteinas que se ligam a cauda poli(A)
protegem o RNA da degradacao
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Func¢odes da cauda de poli-A:

» Aumenta estabilidade no citoplasma: Poly(A)
polimerase continua adicionando A.

» Aumenta eficiéncia na traducao: se liga a
proteinas no inicio do processo.

» Participa do splicing do ultimo intron

A PAP sintetiza a cauda
@ PABP poli(A); a PABP protege a
cauda da degradagao.

AAUAAA AAA AAA AAA AAA AAA(P
Cauda poli(A)

@)

FIGURA 16-4 Adicdo da cauda poli(A) 3'ao transcrito. Fa-
tores de poliadenilacdo estao associados a Pol Il durante a
transcricdo. Apds a transcricdo da sequéncia 5'-AAUAAA,
essas proteinas transferem-se para o transcrito e ajudam a
recrutar fatores de clivagem e proteina de ligacdo poli(A)
(PABP) antes de se dissociarem. A cauda poli(A) é sintetizada
pela poliadenilato polimerase (PAP).



Pos - transcricao - processamento

Adicao do cauda poli(A) na extremidade 3’ do RNA

Considerando que 80% do RNA celular € composto pelos rRNAs,
como a presenca da cauda poli(A) facilita o estudo de RNAs
mensageiros?
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Downstream applications



Pos - transcricao - processamento

Juntando os éxons: como os introns sao reconhecidos e

removidos?
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» 0 processo de remoc¢ao dos introns é conhecido como splicing

» 0 splicing é mediado por pequenos RNAs chamados snRNAs e proteinas a eles
associadas.

» Estes complexos sdao chamados de SNRPs

» 0 conjunto de snRNPs e outras proteinas envolvidas no splicing é chamado de
spliceossomo



Pés - transcricao - processamento
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Pés - transcricao - processamento
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Pos - transcricao - processamento - bactéria

Introns do grupo 2: presentes em bactérias,
mecanismo de splicing muito semelhante ao dos
Introns eucarioticos.

Quem catalisa este splicing?
R: O préprio intron!

RNAs podem funcionar como enzimas
(ribozimas): evidéncia a favor do mundo de RNA!!




Pés - transcricao - processamento

Elongacéo

»__[rycuggrag N Capeamento

& 4:* . . Corte e juncdo

fntron \
cortado@
Fatores de

Enzima poliadenilagdo

de capeamento Fatores

de corte e jungdo

Terminagdo

3’ ARAARAAAA. -
Cauda poli(A)

FIGURA 16-5 Coordenacdo da transcricdo e processamento do pré-mRNA. As proteinas de proces-
samento do mRNA associam-se ao dominio C-terminal da Pol Il. Conforme o mRNA é sintetizado,

a enzima de capeamento (guanililtransferase), fatores de corte e juncdo e fatores de poliadenilagado
transferem-se do CTD da Pol Il para 0o mRNA e processam o mRNA a medida que ele é transcrito. O
transcrito maduro é utilizado para mdiltiplas rodadas de sintese proteica e entdo degradado.

Coordenacao dos eventos de processamento com a transcricao




Pés - transcricao - processamento
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FIGURA16-8 Diferentes modos de combinar os éxons. O
processamento alternativo pode gerar produtos mdiltiplos a
partir de um Unico gene.

Processamento (splicing) alternativo: combinando diferentes
exons para formar proteinas diferentes




Pés - transcricao - processamento
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Exemplo: Formacao de duas proteinas diferentes a
partir de um mesmo gene




Pés - transcricao - processamento

Ta complicado? Olha esse aqui:
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Figura 5.5

Geracio de multiplos mRNAs a partir do gene humano EPB41, que codifica
a proteina 4.1R. O gene, com mais de 9o kb de extenséo, é transerito em um tinico pré-
-mRNA, que gera pelo menos 18 isoformas diferentes da proteina. Isso é possivel a partir
da utilizacdo de dois c6dons de inicio de tradugio alternativos (ATG1 e ATG2, indicados
por setas) e do splicing alternativo de 12 dos 23 éxons (representados por barras e nume-
rados) do gene. As regides codificadoras dos éxons estio representadas em =, e as ndo
codificadoras, em | ; as sequéncias dos introns niio estiio representadas. As linhas ligam
os éxons unidos por splicing; os eventos de splicing alternativo estdo representados em
paralelo.




Porque os genes eucarioticos possuem introns?

Splicing pode ser alvo de regulacio e de processamento alternativo,
modulando a expressao do gene e aumentando a capacidade de codificacao
de um gene.

Os éxons podem facilitar a evolucao!
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Combinando diferentes éxons por rearranjos
génicos, genes codificando novas proteinas
podem surgir.

Exons muitas vezes correspondem a
dominios funcionais das proteinas.




Expressdao Génica - Traducao

O que é a traducgao, quando se
esta falando em expressao de
genes?




Exercicio 3

A) Quais das mutacdes abaixo vocé diria que pode ser mais deletéria para
a funcédo génica. Explique porque:

1. Insercdo de um Unico nucleotideo proximo do final da sequéncia
codificadora.

2. Remocédo de um Unico nucleotideo do inicio da sequéncia codificadora.

3. Delecao de 3 nucleotideos no meio da sequéncia codificadora..

4. Substituicdo de um Unico nucleotideo por outro no meio da sequéncia
codificadora.

5. Delecao de 4 nucleotideos no meio da sequéncia codificadora.






Exercicio 2

* A sequencia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. Qual seria a sequencia da molécula de RNA? E se a RNA
polimerase interrompesse a transcricao na sequéncia CCT, qual

seria a sequéncia do RNA transcrito? Indique a orientacdao da
fita.

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’



Exercicio 2

* A sequencia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. Qual seria a sequencia da molécula de RNA? E se a RNA
polimerase interrompesse a transcricao na sequéncia CCT, qual

seria a sequéncia do RNA transcrito? Indique a orientacao da
fita.

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’

5- GTACATGCGGATCCGGACTGGACCTAG-3’
3’- CATGTACGCCTAGGCCTGACCTGGATC-5’

5’- GTAACGGATCCTGACTAG-3" - 5’-CUAGUCAGGAUCCGUUAC-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5" - 5’-GUAACGGAUCCUGACUAG-3’



Exercicio 2

* A sequencia de DNA abaixo pode ser utilizada para transcricao
de RNA. E se a RNA polimerase interrompesse a transcricao na

sequéncia CCT, qual seria a sequéncia do RNA transcrito?
Indique a orientacao da fita.

5- GTAACGGATCCTGACTAG-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5’

5’- GTAACGGATCCTGACTAG-3’ - 5’-CUAGUCAGGA-3’
3’- CATTGCCTAGGACTGATC-5" - 5’-GUAACGGA-3’



Exercicio 1

A figura 1 representa o processo de transcricao de dois genes de
RNA ribossomicos adjacentes, em uma foto de microscopia
eletronica. Interpretando a figura, qual o movimento da RNA
polimerase: da esquerda para a direita ou da direita para a
esquerda? Por que? Por que as moléculas de RNA parecem
menores do que o DNA que as codifica?
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Figura 1. Microfotografia de genes de RNA ribossdmico .



Exercicio 1
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