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Meta: Entender o processo de transcricao em células
eucariodticas e as diferengcas com a transcricao em
bactérias.

Objetivos:

1.  Entender a composicao da maquinaria de transcrigcao eucariotica.

2. Entender como a maquinaria de transcrigcao eucariotica reconhece promotores.
3. Entender como se da a transi¢ao entre iniciagao e elongamento em eucariotos.

4. Entender que a transcricao em eucariotos requer fatores adicionais in vivo (na
presenca de nucleossomos).

5. Entender como ocorre a terminacao da transcricao em eucariotos.



Transcricdo em bactérias x eucariotos:
Similaridades
DNA duplex

. o , 3
RNA

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

» Ambos usam nucelotidoes trifosfatados como precursores

» A quimica da sintese € a mesma que ocorre sempre ho sentido 5'-3'



Transcricdo em bactérias x eucariotos:
Similaridades

DNA duplex
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» Os precursores sdo rNTPs e ndo dNTPs

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

» RNA polimerases ndo precisam de um primer



Transcricdo em bactérias x eucariotos:
Similaridades

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



Transcricdo em bactérias x eucariotos:
Similaridades

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 transcrigdo é assimétrica



Transcricdo em bactérias x eucariotos:
Similaridades

DNA duplex
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RNA

» 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 € assimétrica

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



Fases da transcricao: Visao geral
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Fases da transcricao: Visao geral

I

|

elongation C:e )

polymerase

terminates, v
and releases RNA ¢ i

elongation

N

termination

-

Alongamento
da cadeia:
escape da

RNAP

Terminacao



Transcricao em eucariotos

A transcrigdo em Eucariotos é mais complexa.

A sequéncia dos promotores é diferente.

Existem varios fatores de iniciagcdo 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 Il RNAP I11
Core Core (Pol 1) (Pol 1I) (Pol 1)
B’ A’JA” RPAT RPB1 RPCT
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




o~amanitina: inibidor especifico da RNAPII
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FIGURA 15-9 Inibicdo da transcricdo pela a-amanitina. (a) Il de levedura. (d) A a-amanitina inibe a sintese de mRNA
Um cogumelo a evitar! Amanita phalloides é venenoso para pela Pol I, mas ndo inibe a sintese de rRNA pela Pol | ou de
eucariotos porque produz a-amanitina. (b) Estrutura quimica tRNA pela Pol |ll. [Fontes: (a) Stanislaw Skowron. (c) PDB ID 1K83.

da a-amanitina. (c) Ligacdo da a-amanitina (vermelho) a Pol (d) Y. Lee et al. EMBO J. 23:4051, 2004, Fig. 3.]




Como promotores sao reconhecidos
pela RNA pol II?

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

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

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

TFIIH




Promotor da RNA polimerase |l

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

transcription

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

Mais complexo que
OS promotores
bacterianos.



Promotor da RNA polimerase |l

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

transcription

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

Startpoint Mais complexo que

’_’ 0s promotores
bacterianos.

TATAA .....Nggcc... YYCAYYYYY .....Npy...... AGAC
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TATA box Inr DPE
Core promoter
containing TATA i
TATA-less

core promoter



Promotor da RNA polimerase |l

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

transcription

start point
-35-30 r +30
- - ]
(BRE | TATA, |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
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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




Os TFs gerais sao apenas a ponta do
iceberg!!

A RNA polimerase em eucariotos pertence a um complexo

“holoenzimatico” muito grande in vivo.

Este complexo consiste na RNA polimerase e um complexo proteico enorme
chamado “mediador”.

O Complexo Mediador
Humano



A maquinaria basal de transcricao
eucariotica

A magquinaria basal para transcricdo de genes em eucariotos (holoenzima +
TFs gerais) € composta de :

11 subunidades do nucleo da polimerase + >20 subunidades do complexo
mediador + 29 subunidades que compode os fatores de transcricao gerais

= >60 proteinas diferentes!!!!



Como o mediador atua para promover o
inicio da transcricao pela RNApol II?

« Em procariotos os ativadores funcionam recrutando a RNA polimerase
para os promotores fracos.




O Mediador serve de contato entre um ativador
ligado ao seu sitio regulatorio e a RNA
polimerase.

enhancer

activator

RNA polymerase Il




In vivo a RNA polimerase necessita de outros fatores de
transcricao (ativadores), do complexo mediador e
modificadores de nucleossomos para iniciar a transcrigao

)

activator

chromatin

mediator remodeler




Elongacao

Pol Il pausing
(higher eukaryotes)

g0

A sois) Fatores de elongagao inibem as pausas e
« 594 e aumentam a processividade da RNA pol Il
i — (Spt5 analogo ao NusG bacteriano)

TSS +20-60 bp

| 4




Elongacao

Promoter Terminator

Nucleosome assembled at specific location

A RNA polimerase precisa lidar com os
nucleossomos no seu caminho

RNA polymerase transcribes up to terminator

Nucleosome is found at new position




Elongacao

A RNA polimerase precisa lidar com os nucleossomos
no seu caminho
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Terminacao da transcricao em
eucariotos esta ligada ao processo de
poliadenilacao

* O processo nao € tao bem compreendido como em
procariotos.

« O sinal de poliadenilacao leva a clivagem do mRNA
sendo transcrito



Terminacao da transcricao
em eucariotos

EEseTTsTeenane $000000
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Terminacao da transcricao em
eucariotos

Polyadenylation Machinery

poly-A signal
sequence in DNA l

\{ poly-A signal

\ sequence in RNA

5 (consensus AAUAAA)
CPSF~

RNA

RNA cleavage |\ G CstF

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

Cleavage Stimulation Eactor




Terminacao da transcricao em
eucariotos esta ligada ao processo de
poliadenilacao

« O processo nao € tao bem compreendido como em
procariotos.

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

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



Terminacao da transcricao
em eucariotos

The torpedo model:

poly-A signal
Rat1 /h\Xm2 sequence




