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O que é o genoma?
Nao e sinbnimo de “codigo genético’...
e Conjunto de toda a informacao genética do

organismo

» Cromossomos
»Plasmideos (bactérias)
»DNA das mitocondrias e cloroplastos

» Inclui genes, regioes néo codificadoras de proteinas, regioes
regulatorias e mesmo aquelas que néo se sabe a funcéo



O que é um gene do ponto de vista molecular?

Um gene é um segmento de DNA que contém a informacao
para um produto final, que pode ser RNA ou proteina



Um gene corresponde a um transcrito de RNA
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Do que é composto um gene?

e Sequéncias codificadoras

informacao do produto final (RNA ou proteina); exons
(em eucariotos)

e Sequéncias nao codificadoras

sequéncias nao traduzidas (UTRs); introns (em
eucariotos)

e Sequéncias regulatorias

indicam quando, onde e como o gene deve ser expresso
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Operon Bacteriano
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funcgoes relacionadas



Eucariotos possuem genes interrompidos por introns
EXON 1 EXON 2 EXON 3
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l RNA synthesis

pre-mRNA
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Splicing removes
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RNA AW . . .
n /N\/\ /NN« Introns (intragenic regions):
l Protein synthesis B nporfnssafs no DNA' mas hdo

Drstai — removidos do RNA

precursor (splicing)
Length of precursor RNA (not mRNA) defines region of gene

Individual coding regions are separated in gene



Replicagdo x Transcri¢do: Similaridades

DNA duplex
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» Ambos sintetizam uma fita de polinucleotideos
complementar a uma fita de DNA molde antiparalela

» Ambos usam nucelotideos trifosfatados como precursores

> A quimica da sintese é a mesma que ocorre sempre no
sentido 5'-3'



Replicagdo x Transcrigdo: diferengas

DNA duplex

5 ' 3
RNA
5

»

> Os substratos sdo ribonucleosideos trifosfatados (NTPs)
em vez de desoxirribonucleosideos trifosfatados (dNTPs)

> A reagdo € catalisada por uma RNA polimerase dependente
de DNA

» RNA polimerases ndo precisam de um primer

> A transcrigcdo ocorre em uma bolha



Transcricao
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Direcao da transcricdo

Um trecho de ~17 pares de base do DNA é desenrolado para formacao
da bolha de transcricao



Replicagdo x Transcrigdo: Diferencas

DNA duplex

RNA
5

» O transcrito de RNA ndo permanece associado a fita molde
de DNA






Replicagdo x Transcrigdo: Diferencas

DNA duplex

5 R : 3
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» O transcrito de RNA ndo permanece associado a fita molde

de DNA
» Processo menos preciso que a replicagdo (incorporagoes de

bases erradas = 1 x 104)



Replicagdo x Transcrigdo: Diferencas

DNA duplex

' ReTR -
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» O transcrito de RNA ndo permanece associado a fita molde

de DNA
» Processo menos preciso que a replicagdo (incorporagoes de

bases erradas = 1 x 104)

> A transcrigdo é assimétrica



A Transcricdo € assimétrica

"top strand”

DNA duplex _
: PODOHODE o DO
RNA (\\ B | \"bottom strand”

haaaa AN R na D

> Apenas 1 das fitas de DNA € copiada
> Por isso uma das fitas de DNA é denominada de fita
codificadora e a outra de fita molde

Qual é qual?



A Transcricdo € assimeéetrica

fita codificadora

RNA / .‘ \"bottom strand”

FTTeo [ oo : \‘\\ .
- e fita molde

> Fita codificadora: A fita de DNA que tem a mesma
sequéncia do mRNA (exceto T vs U) e é relacionada pelo
codigo genético a sequéncia proteica codificada pelo gene.

> Fita molde: A fita de DNA que tem sequéncia
complementar a do mRNA




Transcricao

B ATGGCATGCAATAGCTCATCG 3° = Frita Codificadora/Senso/

Nao molde

3" TACCGTACGTTA / AGC 5' @S Fita Nao codificadora/
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A
CP\\SC’CP\ transcrito
5 P\\y(’a@
5’ . 3’

Diregdo de sintese da RNA polimerase

Notar a polaridade das espécies (fitas de DNA e o RNA)



A fita molde ndo € sempre a
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A importancia da orientacao da RNA polimerase

(A)

DNA double helix
’CCCCCCCCCCCECCCCCC ’
3 5"
GCGGCGGGGGGGGGGGEGGEGGEGGEGGEGaGGaG

5’ 3/

EECERER\

~—— RNA

an RNA polymerase that moves from
left to right makes RNA by using the
bottom strand as a template

Figure 6-13 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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an RNA polymerase that moves from
right to left makes RNA by using the
top strand as a template



Replicagdo x Transcrigdo: Diferencas

DNA duplex
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» O transcrito de RNA ndo permanece associado a fita molde

de DNA
» Processo menos preciso que a replicagdo (incorporagoes de

bases erradas = 1 x 104)
> A transcricdo é assimétrica

> Copia seletivamente apenas partes do genoma com nimero
de cépias variavel
» Escolha ndo randomica e regulavel



Como a RNAP sabe aonde o gene
comeca e onde termina?



Pontuacao da transcricao

Transcription start site

— | —

|- |

promoter terminator

« promotor — Uma regiao do DNA aonde se liga a RNA polimerase para
Iniciar a transcricao.

 Ponto de inicio de transcricao — A posicao no DNA correspondendo a
primeira base incorporada no RNA.

« terminador — Uma sequéncia de DNA que induz a terminacao da
transcricao pela RNA polimerase.



terminadores definem a unidade de

Transcricao
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FIGURE 02: Promotores e

transcricao Staripoint
Unldrf\de_ de transcrl’g;.ao - A Z&@YA\A@V&K
sequéncia entre os sitios de
Iniciacao e terminacao pela RNA Fromoter Terminator
polimerase; pode incluir mais de -35-10 141 +10
um gene' Upstream Downstrear:

Upstream (a montante) — Sequéncias na direcao oposta da expressao
(antes do ponto de iniciacao).

Downstream (a jusante) — Sequéncias na mesma direcao da expressao
(geralmente apds o ponto de iniciacao).



Fases da transcricao
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| " Fases da transcrigdo |
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Transcricao Bacteriana



A RNA Polimerase Bacteriana € Composta por
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FIGURE 07: A RNA
polimerase possui 4 tipos de



Como a RNAP bacteriana reconhece o
promotor?



Anatomia de um promotor bacteriano

Os promotores bacterianos sao compostos de
elementos de sequéncia conservada localizados
a montante (antes) do sitio de inicio da transcricio.

Os elementos mais importantes sdo as regides a -10 e a -35.

Estas regioes sao separadas por ~17 pares de base.

| | | |
b J b
-35 | | —10 +1

[ N7\

Consensus: TTGACA TATAAT



Como a RNAP bacteriana reconhece o
promotor?

A subunidade o da RNA polimerase se liga as
regioes “-35” e “—10” do promotor .
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Terminacao da transcricao bacteriana



A RNA polimerase bacteriana termina a transcrigdo
em regioes definidas

 Aqueles reconhecidos somente pela RNA polimerase sem
necessidade de quaisquer fatores celulares sdo chamados
de "terminadores intrinsecos”.

 QOutros requerem uma proteina celular chamada rho e sdo
chamados de "terminadores rho-dependentes.”



Terminadores Intrinsecos (Rho-independentes)
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FIGURE 28: Um terminador
intrinseco possui duas
caracteristicas

G-C-rich region in stem

Single-stranded U-run

Uuuuuuuu

Requerem o reconhecimento de
uma sequéncia terminadora no
DNA que codifica uma estrutura
de grampo (hairpin) no RNA.

O sinal para terminagdo esta
contido dentro da sequéncia jd
transcrita pela RNA polimerase.



(a) Terminagdo independente de p
_ RNA -polimerase

Terminadores Intrinsecos (Rho-
e independentes)

Formagdo do grampo de terminagdo - longa
pausa > desestabilizacdo do complexo de

. ~
transcricao
dyad
Formacao do grampo <4—— symmetry —»
DNA 5 CCC\AGCCCGCCTAATGAGCGGGCTTTTTTTTGAACAAAA>
3\ /GGGTCGGGCGGATTACTCGCCCGAAAAAAAACTTGTTTT
RNA 5' CCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUU 3'
transcript folded to form
termination hairpin
leeragao

do mRNA
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Transcricao em eucariotos



Transcricao em eucariotos

A transcrigdo em Eucariotos é mais complexa.

A sequéncia dos promotores é diferente.

Existem vdrios fatores de iniciacdo diferentes do fator o.
Processo de terminacdo da transcricdo é diferente.

Existe mais de uma RNA polimerase



Transcricao em eucariotos

Eucariotos tem 3 RNA polimerases

TABLE 12-1 The Subunits of RNA Polymerases

Prokaryotic Eukaryotic
Bacterial Archaeal RNAP | RNAP 11 RNAP 11
Core Core (Pol I) (Pol 1I) (Pol 111)
B’ A’JA” RPAT RPB1 RPC1
B B RPA2 RPB2 RPC2
o D RPC5 RPB3 RPC5
o L RPC9 RPB11 RPC9
® K RPB6 RPB6 RPB6
[+6 others] [+9 others] [+7 others] [+11 others]

Adapted, with permission, from Ebright R.H. 2000. J. Mol. Biol. 304: 687-698, Fig. 1, p. 688. © Elsevier.
The subunits in each column are listed in order of decreasing molecular weight.



Eucariotos tem 3 RNAs polimerases

1. ARNA pol | esta localizada no nucléolo e transcreve genes
de rRNAs

2. A RNA pol Il esta fora do nucléolo no nucleo e transcreve
genes coodificadores de proteinas e miRNAs

3. ARNA pol lll esta fora do nucléolo no nucleo e transcreve um
gene de rRNA e genes de tRNAs




Como promotores sao reconhecidos pela RNA pol 11?

1. Ao contrario da RNA pol bacteriana, a RNA pol || nao consegue reconhecer
promotores sozinha

2. ARNA pol Il requer proteinas adicionais chamadas fatores de transcricao
geral

General Transcription Factor: # of subunits:
TFIID (TBP + TAES) 12
TFIA | N 2
TBP associated factors
TFIIB Tata binding protein 1
TFIIE 2
TFIIF 3
9

TFIIH




Promotor da RNA polimerase Il

Sequéncias consenso encontradas na vizinhanca dos sitios de inicio da
transcricao da RNA polimerase |l

transcription

start point
-35-30 r +30
- - =
lBREITATAl |INR ' |DPE'
TFIIB TBP TFIID TFIID

Mais complexo que
OS promotores
bacterianos.



Promotor da RNA polimerase Il

Sequéncias consenso encontradas na vizinhanca dos sitios de inicio da
transcricao da RNA polimerase |l

transcription

start point
-35-30 r +30
- = ]
(BRE | TATA, |INR ' |DPE'
TFIIB TBP TFIID TFIID

Startpoint Mais complexo que

’_’ 0s promotores
bacterianos.

TATAA .....Nggcc... YYCAYYYYY .....Npy...... AGAC

%_J lﬁ_J
TATA box Inr DPE
Core promoter
containing TATA i
TATA-less

core promoter



Promotor da RNA polimerase Il

Sequéncias consenso encontradas na vizinhanca dos sitios de inicio da
transcricao da RNA polimerase |l

transcription

start point
-35-30 r +30
- - =
lBREITATAl |INR ' |DPE'
TFIIB TBP TFIID TFIID

* O TATA box é o elemento mais fundamental do promotor eucariodtico. A
sequéncia consenso e: TATAAAA

 Localizado na posicao -30 a -40 do inicio da transcricao

* TFIID se liga ao TATA box através da Tata binding protein ou TBP



Montagem do complexo de transcricao basal

TBP—__— TFID
N —
0
TATA box

TFIIA
O TFIB
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TFII\F RNA polymerase |l

tail

\
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TFIID e sua subunidade TBP recrutam outros

dois fatores de transcricido basais para o
promotor, TFIIA e TFIIB.

Em seguida, o complexo TFIIA-TFIIB-TFIID
recruta a RNAP para o promotor.

A RNA polimerase Il forma um complexo de
pré-iniciacao com os fatores gerais de
transcricao no promotor.



Montagem do complexo de transcricao basal

Em seguida TFIIE e TFIIH se ligam ao
complexo.

TFIIH tem duas atividades bioguimicas
importantes: helicase e quinase.

TFIIH facilita a formacao do complexo de
transcricao aberto.

A RNA pol |l se solta do complexo de
iniciacao apos a fosforilacao da sua cauda
c-terminal

™ ELONGACAO




Terminagdo da transcricdo em eucariotos
esta ligada ao processo de poliadenilagdo

« O processo hdo é tdo bem compreendido como em
procariotos.

* O sinal de poliadenilagdo leva a clivagem do mRNA
sendo transcrito



Terminagao da transcricado em eucariotos

Polyadenylation Machinery

poly-A signal
sequence in DNA l

poly-A signal
sequence in RNA
(consensus AAUAAA)

RNA cleavage |\ O CstF

\J
~—CPSF

e .
3'

poly-A polymerase 9
(PAP)

Cleavage & Polyadenylation Specificity Factor
Cleavage Stimulation Eactor



Terminacdo da transcrigcdo em eucariotos
esta ligada ao processo de poliadenilagdo

* O processo ndo € tdo bem compreendido como em
procariotos.

O sinal de poliadenilagdo leva a clivagem do mRNA
sendo transcrito

* Apds a clivagem, a RNA pol continua transcrevendo,
mas eventualmente se dissocia do molde terminando a
transcricdao. Mas como?



Terminagao da transcricdo em eucariotos

The torpedo model:

poly-A signal
Rat1 lh\Xm2 sequence




Processamento de RNA
(eucariotos)



(a)

Processamento do RNA
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Processamento do RNA

(a) (b)

DNA Nucleus

Transcription
and processing

——Cytoplasm

mRNA
3!

\ Growing / :
amino acid

PROKARYOTE - EUKARYOTE



Processamento do RNA

Ocorre no ndcleo durante a transcricdo
Etapas para a formagdo de um mRNA maduro

EUCARYOTES

o Sintese de um pré-RNA (transcrito
primdrio) no nicleo

cytoplasm

nucleus

introns exons
DNA
o Adi g&'o da estrutura CAP na extremidade sprimar ‘;?““:i:i‘p::‘::‘i:t'}" | TRANSsCRIPTION
5 do RNA 2L -
5 CAPPING
RNA SPLICING
AP 3’ POLYADENYLATION
~ . .. mRNA\_AAAA
o Remocgdo de introns (splicing) EXPORT
:
mRNA @ AAAA
| TRANSLATION

o Poliadenilacdo na extremidade 3' do RNA protein ke



Processamento do RNA depende do estado de
fosforilacdo do CTD da RNAPII

capping A4

enzyme components of polyadenylation
splicing machinery and cleavage
factors

b phosphorylation stage of RNA processing

state of CTD tail transcription factors recruited
ST T s e s Pemee — Acauda c-terminal

fosforilada recruta a
N—/b C promoter escape Capping . .
Y3548 ¢8 7% maquinaria de

N es— > C elongation splicing processamento

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.



Adicdo de CAP na extremidade 5" do mRNA

Adicdo de uma guanosina a base terminal do transcrito via
uma ligagdo trifosfato 5'-5' (Um G invertido).

5’ end of

. ~ _ 7-methylguanosine primary transcript
Metilagdo em N-7 e | .
~ 5'
Fungoes: cH,—@-@-8—CH;
* Protege o mRNA 7
de degradagdo E? E—
3 ’_to_ !
- Auxilia na wighesphate’
transferéncia para &,
o citoplasma
« Importante paraa an

traducdo




Adicdo da cauda Poli-A na extremidade 3 do mRNA

poly-A signal
sequence in DNA

poly-A signal
T~ sequence in RNA
(consensus AAUAAA)

RNA

RNA cleavage |\ 6 CstF

poly-A polymerase 9
(PAP) Cleavage & Polyadenylation Specificity Factor

Cleavage Stimulation Eactor



A extremidade 3' do mRNA eucariotico sofre

poliadenilagado
« MRNAs eucarioticos adquirem uma cauda de adenosinas
chamada de cauda poli-A.

, A

5 OH @Q OH
l \/\

5’ A
| o -

5° AA A poli-A polimerase adiciona
l na auséncia de molde

5 AAA nucleotideos de adenosina a

l extremidade 3’ dos mRNAs

etc., up to ~200 As



A maquinaria de poliadenilagdo

__CPSF Funcoes:

S i, Dd estabilidade a0 mRNA

o e Auxilia na transferéncia
poly-A-binding () para o citoplasma

protein
« Importante paraa
traducgdo

additional poly-A-

binding protein O X
v | |
¥ wa ¥
| |

~A200




Splicing
processo que remove os introns do transcrito primario (pre-mRNA)

promoter
region
. 1 intron 1 2 3
e @ o — I I O

exon 1 2 3 4

noncoding

1transcription
region

5" leader
I 1 2 3 4 | I

pre-mRNA Sy — | 3'
l lsplicing i

spliced mRNA 5':ﬁ: 3'




Splicing € um processo que requer grande
precisdo, pois se a jungdo de dois exons for
errada por apenas um hucleotideo a
sequéncia codificadora terd o quadro de

leitura alterado



Mutagoes podem alterar sitios de splicing e
causar doengas genéticas

exon 33 exon 34 exon 35
abcaib - [ Aoy
S 2282 AA

cDNA -+« TTTCTC TGG GATATG TGC AAT TATGTT GTT // GG

AA ... F L W DMet C N Y V V/ G W S | ==

(33AA)

exon 33

sbeato ... [ @

CDNA «-«TTT CTC TGG GATATG
AA = F L W D MetMet V H H S S Y V P

S | L P L Stop



Erros de splicing




Quimica e maquinaria de splicing

O splicing é governado por sequéncias conservadas nas
jungoes exon/intron

O splicing € mediado por uma maquinaria denominada
spliceossomo

O spliceossomo € composto por ribonucleoproteinas
chamadas snRNPs (small nuclear ribonuclear proteins)

A precisdo da maquinaria de splicing é atingida pela complementaridade
de sequéncia entre os snRNAs e o pré-mRNA



Splicing alternativo

* Processo em que um gene dad origem a mais de 1 RNA.
Os diferentes RNAs gerados sdo chamados de
isoformas.

* Nem todos os pré-mRNAs sdo processados de maneira
a capturar todos os exons

* Muitos sdo processados de diversas formas
alternativas, gerando diferentes mRNAs maduros
(cada um consistindo de uma diferente combinagdo de
exons)



Splicing alternativo

The gene for the muscle protein troponin generates two
different proteins by alternative splicing:
a troponin and f troponin.

1 2 3 5

spliced mRNA 5' I I 3 splicing
o-troponin T A
primary exon 1 2 3 4 5
RNA 5' I ] I s I s — ek
transcript

v
spliced mRNA 5' I I 3 splicing

B-troponin T 1 = 4 5



Um gene - ranscrito

Splicing alternativo

!

Um gene -> multiplos transcritos
(isoformas ou variantes)



Splicing alternativo

* Mecanismo combinatdrio que aumenta a diversidade
do genoma

« Uma das solugdes para explicar como apenas 20 - 25K
genes podem gerar um ser humano



2dio de introns por gene em
diferentes organismos
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Os introns variam em tamanho, mas em geral sao maiores que os exons. Os



