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Processamento e controle da expressao génica

Niveis de Controle da Expressao Génica em Eucariotos
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MRNA eucariotico — 5’ cap
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Muitas exonucleases que degradam RNA (como 5'-3' 7 methy!
exonucleases) precisam de uma extremidade 5' livre para
iniciar a degradacao.
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MRNA eucariotico — poli A na extremidade 3’

Além do 5’ cap, mRNAs eucarioticos
possuem uma cauda de As (cauda poli A)
na extremidade 3’
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Importante: E um mecanismo de adicdo pds-transcricional.
N3ao ha um molde de DNA para a acao da poli-A polimerase.



MRNA eucariotico — poli A na extremidade 3’

Em eucariotos, o complexo de
processamento do pré-mRNA gue reconhece
o sinal de poliadenilacao também participa
da terminacao da transcricao, coordenando o
corte do RNA e o recrutamento da poli-A
polimerase para a adicao da cauda poli-A

Symplekin

CPSF

Trends in Molecular Medicine

CPSF (Cleavage and Polyadenylation Specificity Factor): Reconhece a sequéncia AAUAAA

PAP (Poly(A) Polymerase): Adiciona a cauda poli(A) apds a clivagem
PABPN1 (Poly(A)-Binding Protein Nuclear 1): Liga-se a cauda poli(A) nascente e regula seu comprimento.



5’cap e poli A (3’) regulam a estabilidade do
RNAM no citoplasma
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5’cap e poli A (3’) sao importantes para a traducao

Cauda poliA 3’

A extremidade 5' do mRNA é
reconhecida pela proteina elF-4E
ligada ao cap (m’G). O fator elF-4A,
com atividade helicase, ajuda a
desenrolar estruturas secundarias do
MRNA, facilitando a varredura para o
cddon de iniciacao (AUG).




A anatomia de um mRNA eucariotico
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Regides UTRs (Untranslated Regions):

Regides do mRNA que nao codificam
proteinas, localizadas antes (5'UTR) e
depois (3'UTR) da sequéncia codificante.

5’UTR: Regula a iniciacdao da traducao e a
estabilidade do mRNA;

3’UTR: Controla a estabilidade, localizacao
e eficiéncia da traducao do mRNA;
contém sinais para adicao da cauda poli-A
e sitios de ligacao para microRNAs.




Este processamento é

Splicing

Em eucariotos, além do 5' cap e da adicdao da cauda poli A na extremidade 3', os transcritos primarios tem os introns removidos.

denominado splicing de RNA
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Mapeamento de mRNA com DNA

l "
i

N e
T

. . * ¥,
BRI A ~{§
IR e

- $ .
\ 4 ;
v « " 4 (4 P X - . L
$ » | 2 Sl 4 O o
A . 2 > 4 g 33 g
e -3 J ' ]
. 3 > -
¥ 3 5 "N, . 2 s .
. - p <". » / 4
A1 " "~ A T »
o w I - by
y % n (1. Y ¥
»
;. (! ¢ v
s . g
4 - LN
LA P
- v
- ‘. A . s
. . y

AR .

Hibridizacao do segmento de DNA do gene com mRNA maduro:
Observe que ha segmentos que nao hibridizam (nao anelam)!



de introns por gene
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Splicing em procariotos é raro, mas existe

Gene tipico de levedura: 1 intron. O gene humano da Titina possui 363 introns.

Constitutive Splicing

Exon Skipping
Mutually Exclusive Exons
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Estrutura tipica de bordas exon-intron

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

5’ splice site < Branch point ) 3’ splice site

5’ Exon Intron 3" Exon
- y7i .
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Pre-mRNA AC A G G U AG A G U/ C U AIG A CN regls%n N C A GIEB
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Sttio de ramificagdo

intron
5’ exon sequezl'lce 3’ exon
sequence HO";\ A sequence
O sitio de ramificacdao contém uma adenina (A) que, apds o s,b =R iy

corte no inicio do intron, se liga de forma covalente ao 5' do
éxon anterior, criando uma estrutura em forma de lago ou
"ramificacao"



O processo de splicing
envolve 2 reacoes de
transesterificagao na
remogao do intron e
jungao dos exons

intron

5’ exon Sequence 3’ exon
sequence Ho‘f—\ A sequence
5 - 3

|

Reacoes de splicing

|
excised intron |
sequence in form —

OH of a lariat

Ligacdo 2, 5°
entre Ae G

3’ end of intron
sequence

O sitio de ramificacao contém uma adenina (A)

A hidroxila 2' da adenina ataca a juncao 5' do
intron, formando uma ligacao especial (2'-5'
fosfodiéster) e criando uma estrutura de laco

Em seguida, a extremidade livre 3' do primeiro
éxon ataca o inicio do segundo éxon, unindo os
dois éxons e liberando o intron em forma de lago.



12 reacao:

22 reacao:

Reacoes de splicing
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spliced exons

O sitio de ramificacao contém uma adenina (A)

A hidroxila 2' da adenina ataca a juncao 5' do
intron, formando uma ligacao especial (2'-5'
fosfodiéster) e criando uma estrutura de laco

Em seguida, a extremidade livre 3' do primeiro
éxon ataca o inicio do segundo éxon, unindo os
dois éxons e liberando o intron em forma de lago.



Tipos de introns

Introns do tipo |
- fazem self-splicing (ribozimas)
- encontrados em alguns genes bacterianos

Introns do tipo |l
- fazem self-splicing (ribozimas) mas também usam proteinas
quando in vivo
- encontrados em alguns genes de mitocondria e cloroplastos

Introns do tipo Ill
- 530 os introns mais comuns e os mais estudados
- sao retirados por um complexo de proteinas e RNAs
(spliceossomo)
- sao encontrados na maioria dos genes eucarioticos



Auto-catalizado. Tipo |

Auto-splicing: Intron
introns do grupo |
Primary
transcript
5'E 3'E
Xxon UpA GpU Xxon g
>
/ The 3' OH of guanosine
® acts as a nucleophile,
pG —OH attacking the phosphate at
the 5’ splice site.
Reacao catalizada
por guanosina em
solugao
pGpA
Intermediate
5 U—OH GpU 3
N ™
. The 3' OH of the 5’exon
becomes the nucleophile,
completing the reaction.
[N 5 poa
A 4 G—OH 3’
Spliced RNA

UpU

Um nucleotideo de guanosina livre (pG-OH) ataca o
sitio de splicing 5’, clivando a ligacao fosfodiéster.

O intron se liga covalentemente a guanosina (pGpA), e o0 3
OH do éxon 5’ se torna exposto, pronto para atacar o sitio
de splicing 3’

O 3’ OH do éxon 5’ ataca a ligacao no sitio 3/, liberando o
intron em forma linear e ligando os éxons



Auto-splicing:
introns do grupo Il

Intron

A
QCP 2% |
OH
Primary
transcript
5' UpG pU

The 2' OH of a specific adenosine
in the intron acts as a nucleophile,
attacking the 5' splice site to form
a lariat structure.

Intermediate GpAp

Auto-catalizado. Tipo Il

2',5'-Phosphodiester bond

5' U—OH ~pU

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

Spliced RNA
5' UpU

Adenosine in the lariat
structure has three
phosphodiester bonds.

3’

OPApC
p
A
OH(3")

O 2’ OH de uma adenosina interna no intron inicia a
reacao.

Forma-se uma estrutura de "laco" (lariat) com ligacao 2’,5’-
fosfodiéster.

O 3’ OH do éxon 5’ ataca o sitio 3’, unindo os éxons.

O intron é liberado em forma de laco.

Grupo |: Requer guanosina livre; intron linear.

Grupo II: Usa adenosina interna; intron em laco (lariat).
Ambos sao autocataliticos, mas o mecanismo de ataque
nucleofilico e a estrutura do intron liberado sao distintos.



Introns sem auto-splicing

mRNAs de eucariotos

v

Remocdo de introns realizadas por spliceossomos

Complexo proteico enorime composto por 5 rivonucleoproteicos (SVRNPs)
PS: Tewm outras proteinas adicionais

Os BNAs dos sWBRNPs podewm interagir com o WMRNA

snRNPs: Ul, U2, U4, U5 ¢ U6 \ « Spliceossomos sao complexos supra-

moleculares formados pela associacao

de pequenas ribonucleoproteinas

(snRNPs —“small nuclear
ribonucleoproteins”) U3 - Atua no processamento do pré-rRNA (envolvido na
. montagem dos ribossomos, nao na maturacdao de mRNA).
O nome "U" vem do fato de que esses RNAs foram

originalmente identificados como sendo ricos em uridina



Pareamento dos snRNAs com regioes do

5' splice site branch s J' splice site

e splicing 5’

U2 é complementar ao sitio de que flanqueia o ponto de ramificagdo causando a
exposi¢ao do mesmo

(A exon 2

5 UACUAC I

~AUGAUG
-



Acao do spliceossomo
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do spliceossomo

U4 atua como inibidor temporario de U6. Quando o
spliceossoma esta corretamente montado e pronto para
catalisar o corte e a juncao dos exons, U4 se desprende

U6 organiza o ambiente catalitico para o ataque nucleofilico
da adenosina

U5 alinha os exons para que sejam unidos apds o corte do
intron

Ha um grande consumo de ATP nessas deslocacdes das snRNPs



Acao do spliceossomo

Intron

https://www.youtube.com/watch?v=CdwLKwseP9Q


https://www.youtube.com/watch?v=CdwLKwseP9Q

Splicing & doencas humanas

Células
sanguineas
com talassemia

Células sanguineas
' normais

mRNA B-globina GUU GGU GGU GAG GCC CUG GGC AG GUUGG}J.....UUAG G CUG CUG GUG
nt

ron
Val Gly Gly Glu Ala Leu Gly Arg Leu Leu Val
Val Gly Gly : Cys Trp Ser
_ ntron
mRNA Talassemia B* GUU GGAG | GUGAGGCCUGGGCAGGUUGGU............. UUAG ’GCUGC UGG UGG

 —

Mutacao criou um sitio
de splicing distinto



Processamento alternativo e isoformas

1 2 3 5

mRNA processado 5' I EE—3' processamento
de a-troponina T A
transcrito éxon 1 2 3 4 5
primario 5' EE— | S ) — Y
do RNA

\
mRNA processado 5’ — - HS' processamento

de B-troponina T

fntron 1 2
exon 1 2 3
ltranscrlqﬁo
transcrito primario 5 .y — —
do RNA 1 2 3

Sa e '
mMRNA 5' I3 5' I 3 5' I 3 5' 5' I 3
processado 1 2 3 1 3 1 2 3 1 2 3 1 2
normal éxon omitido éxon estendido Intron mantido +
5’ 3 —
1 3
éxons

alternativos



Como ocorre o splicing alternativo?

a

Ainda é uma drea em desenvolvimento
1 ESEL 2 —
O splicing alternativo pode ser controlado
por reguladores de splicing diferencialmente e /@'S@;S
expressos  ef/ou  modificagdes  pos- . N\
traducionais (e.g., fosforilacdo). T SELZ) —
ety Catalytically active spliceosome
b - 1 16 [+
Y TN
F 4 4 Wild-tyy )T40 cells (\WP

@ U2 ,__{::2 U2
13§ M- Dl 16 13 ¢



Um caso de splicing nao-canonico citosolico

Unfolded Protein Response / Resposta a Proteinas Mal-Enoveladas

Unfolded

N-terminal intrinsically protein M
disord;ed segment E m

ER stress

Breakthrough Prize in Life Sciences
Albert Lasker Award

Kinase ER membrane

c Ser/Thr
Ire phosphorylation

Splicing

IntrEn

HAC1u mRNA HAC1i mRNA

/

Transcriptional change <—— . Hac1




Transporte de RNA

nuclear pore
complex

“export-ready”
RNA as it emerges RNA

from RNA
polymerase _ — — o —_—

chrm{natin TRANSCRIPTION — NUCLEUS

CYTOPLASM

Exon Intron Exon
lSpllcvng
’—‘—%l o S6 os mMRNAs com processamento completo sao reconhecidos
| soteng compex por proteinas exportadoras (como o complexo TREX), que os
—_— direcionam através dos poros nucleares para o citoplasma.

Protein remains at
l exon—exon junction

i

Complex (EJC)
assembles at exon—-exon
__ . junction

“Exon Junction complex”
EJC

e

|

EJC binds proteins involved
in RNA export, locakzation, decay



Leitura adicional (opcional)

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993

"for their discoveries of split genes " Nobel lectures:

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993
/roberts/lecture/

https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993
/sharp/lecture/

Richard J. Roberts Phillip A. Sharp


https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993/roberts/lecture/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993/roberts/lecture/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993/sharp/lecture/
https://www.nobelprize.org/prizes/medicine/1993/sharp/lecture/
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