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Gene

Transcricao
>

DNA mRNA

51 | 3 | 5
CiiG C
GiiC G
TiilA U
GI111C G
Gi1iC G
AT A
TiulA U
AT A
CiiG C
AT A
CiniG C
TiuA U
TilA U
TinlA U
TinilA U
GiiiC G
CinG C
CinG C
GiiC G
TinilA U
TiulA U
TiulA U
CinG C
TiulA U

3' I I 5' I 3'

\

Template strand
Figure 24-2

Traducao

>
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Amino
terminus
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Carboxyl

terminus
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TRANSCRICAO

pam—

MRNA

tRNA

rRNA

outros RNAs

DNA - —

PROCARIOTAS EUCARIOTAS
* Auséncia de memb. Nuclear v'Com memb. nuclear
» Transcricao e traducgao sao v" Transcricao no nucleo
simultaneas v’ Transporte dos RNAs para
citoplasma

v Processo mais complexo

PRINCIPAL PONTO DE CONTROLO DA EXPRESSAO GENETICA

ESSUAIg 2014/15 Inés Gago



/v Cadeia codificante (Coding strand, sense strand)
Gene

(dsDNA)
\ Cadeia “molde” (Template strand, antisense strand)

Cadeia codificante — contém os tripletos que codificam para cada
aminoacido

Cadeia “molde” — complementar

(5) CGCTATAGCGTTT (3 DNA nontemplate (coding) strand
(3') GCGATATCGCAAA(5) DNA template strand

(5') CGCUAUAGCGUUU(3) RNA transcript

Figure 26-2
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Sequéncia de RNA: complementar a cadeia “molde”
ou seja, igual a cadeia codificante!

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



TRANSCRICAO

v Requer um molde de DNA

v' Catalisada por RNA polimerase (DNA dependente)
v" Requer os 4 NTPs e Mg?*

v Nao necessita cadeia iniciadora (primer)

v RNA forma-se de 5’ 2> 3’

v NTP na extremidade 5’ fica com 3 grupos fosfato

(PPP-NTP)
v Sequéncia de DNA tem sinais de iniciacao e terminacao

v Enzima desloca-se de 3’ 2> 5’
v DNA fica inalterado

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



RNA Polimerase Dependente de DNA (Transcriptase)

Identificada em 1960:
Sam Weiss (University of Chicago) — figado de rato
Jerard Hurwitz (Albert Einstein College of Medicine) — E. coli

* Liga-se a dsDNA e usa o DNA como molde
* Sintetiza no sentido 5’ — 3’

« Requer SEMPRE o0s 4 NTPs

* Requer Mg?*

« Sem capacidade de correcao de erros
(proofreading)

(RNA), + NTP == (RNA),,., + PP, —<——2P,

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Tipos de RNA Polimerase

Virus
S6 uma proteina (= 100kDa)

Reconhece promotores simples (26 nucleoétidos)
Ex.: T7 e SP6 Polimerases

www.mitochondrial.net

Procariotas

S6 um tipo de RNA Polimerase
Formada por 5 subunidades (= 500 kDa)

Reconhece promotores mais complexos (regiao -35 a -10)

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Tipos de RNA Polimerase

Eucariotas

Varias RNA Polimerases

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Diferentes RNA Polimerases tém estruturas idénticas

T. aquaticus S. cerevisiae

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



“Nucleo” — Core enzyme: a,bb’'w
Pode ligar ao DNA
Pode catalisar a sintese de RNA

\ Sem especificidade

2 Formas

Holoenzima — Holo enzyme: a,bb’'ws
Com maior afinidade pelos promotores

Sigma factor
Core e:nzym: Holoenzyme a: “montagem” da enzima
www.icb.ufmg.br Reconhecimento dos promotores
Ligacao a alguns ativadores

b e b’: Centro catalitico
s: Especificidade pelo promotor

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Core enzyme Holoenzyme

www.ich.ufmg.br

\ 4

Subunidade s
Especificidade pelo promotor

Existem varios tipos desta subunidade na célula - transcrigao
de diferentes genes - diferentes condigbes metabdlicas

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



alpha (QL)

beta ([3)

beta' ([3")

sigma (O)

omega (D)

329

1342

1407

613

91

36511

150616

155159

70263

10237

rpoA

rpoB

moC

rpoD

moZ

required for assembly of the enzyme;
interacts with some regulatory
proteins; also involved in catalysis

involved in catalysis: chain initiation
and elongation

binds to the DNA template

directs enzyme to the promoter

required to restore denatured RNA
polymerase in vitro to its fully
functional form

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



ESTRUTURA DE UM GENE PROCARIOTA

Codao STOP

5’UTR

3’UTR

Zona reguladora

ORF: Open reading frame = regiao codificante
UTR: untranslated region; regiao nao codificante

strand

Nontemplate

strand Promoter
\ fe ¢ «
B 3’

Template Transcription

DNA g:
r s /— t
lTerminator

Upstream <— Downstream

RNA-coding region

. 5

Transcription

start site termination site

RNA transcript 5’ I 3

www.doctortee.com
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PROMOTOR
Sequéncia de DNA que indica o inicio da transcricao
Local onde vai ligar-se a RNA polimerase

- Transcription
/ product RNA P : Promoter
< g = Transcribed region
-

Gene ¢ Gene d

3 P Gene a P Geneb P P P Genee 8
A 4
Coding region of
) p ' Gene b ,

S — ] 3
3 ; - 5
5 3
4+ —
Upstream Downstream

http.//csls-text.c.u-tokyo.ac.jp/

A “decisao” na escolha da cadeia depende da existéncia de
sequéncias promotoras e reguladoras a montante do gene
(5’'UTR)

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Estrutura de um promotor - procariota

Sigma protein recognizes promoter

Core RNA polymerase DNA complementary strand

Watson

=
‘Q;:_ﬂ meE - !
\]
= | N “i br ’
- p \\ 5

e Promoter \
bTGTTGACALATTAATCATCGAACTAG“GTACGc!
-35 box -10 box MRNA start

helicase.pbworks.com

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Sequéncia consenso:
Resulta da comparacao de varias sequéncias presentes em
varios genes

The consensus sequence
comprises the most
commonly encountered
nucleotides ateachsite, |(5'-TATAAAAG-3'

Actual <5'-'1'ccxu1vrc;c-3'
sequences |5'-AATAGCCG-3'
5'-TACAGGAG-3'
Londensus —5'-TAYARNA -3

sequence A
— This notation
Pyn.mu_udmes means cytosine
are indicated and guanine are
byY. equally common.

Purines are N means that
indicated by R no particular
base is more
common.

www.doctortee.com

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Operon -35 region -10 region Initiation
(Pribnow box) site (+1)

CTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGG
AAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC
TTTTCGCATCTTTGTTATGCTATGGTTATTTCATACCAT
TTTTTATCGCAACTCTCERERGIRT TCTCCATRCCCGTTTTT
CTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTGGTCCCGCTTTG
ATTAATCATCGAACTAGTTAACTAGTACGCAAGTTCACGTA
GTTGTTAATTCGGTGTAGACTTGTAAACCTAAATCTTTT
CCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCTACACCGAAT
CGGCGCGTCATTTGATATGATGCGCCCCGCTTCCCGATA
AAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGA
CTGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG
TGTAGCGGGAAGGCGTATTATGCACACCCCGCGCCGCTG

lac ACCCCAGGC
lacl CCATCGAAT
galP2 ATTTATTCCAT
araBAD GGATCCTACC
araC GCCGTGATTA
trp AAATGAGCTG
bioA TTCCAAAACGTG
bioB CATAATCGAC
tRNAY* CAACGTAACAC
rrnD1 CAAAAAAATAC
rrnEl CAATTTTTCTA
rrnAl AAAATAAATGC

Initiation

Promotor -35 region ~-10 region site

- Sequéncia [FT G AC A ...16-19bp... T A T A A T...5-8bp... A
- consenso 69 79 61 56 54 54 77 76 60 61 56 82 ¢t
TATA Box %o 8

Pribnow box 42

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



PROMOTOR
Direciona a polimerase para o gene correto
Controla a frequéncia de transcricao

«-CTD

11—
o o [ Mais afinidade — mais mRNA

produzido (se necessario)

helicase.pbworks.com

Promotores fortes | TGATA— 16 —TATAAT
romotores fortes  rgaca - 17 —- TATAAT

CTGACG -18 --TACTGT

Promotores fracos 1gaca 17 - TATAAT

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



UP element —35Region| Spacer |—10Region| Spacer | RNA start

Consensus NNAAA N ATATTTTNNAAAANNNIN] TTGACA | N TATAAT | N =
sequence T L 5
rrnB P1 AGAAAATTATTTTAAATTTCCT|N| GTGTCA | Ni¢ TATAAT Ng A

trp TTGACA | Nq7 | TTAACT N7 A

lac TTTACA N17 TATGTT Ne A

recA TTGATA N1e TATAAT N7 A

araBAD CTGACG | Ni1g8 | TACTGT Ne A
Figure 26-5

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

Alguns promotores podem ainda conter outros elementos
reguladores (ex. elemento UP, situado na regiao -40 a
-60) que estimulam a transcricao.

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



)
1. Iniciacao

Etapas da transcri¢ao 4 2. Elongagio

».3' Terminacgao

PINODADNIA

Fac’tor sigma DNA helix

Initiation

Elongation

Termination G

library.thinkquest.org
%
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Transcricao em procariotas

1. Iniciacao INOUNOUNINONN d
“* Reconhecimento duma regiao \/
1. Forming the closed

dO DNA (promOtor dO gene) promoter complex .
2. Forming the open

“» Separacao das 2 cadeias de promoter complex
DNA — Olho de transcricao XA

(transcription bubble) - + 18 nt 3. Inboigioreiing Ins !

<+ Fixacao da RNA polimerase

first few nucleotides

“» Selecao dos primeiros
nucledtidos da cadeia de RNA

4. Promoter clearance

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



DNA Nontemplate
VARV — S \AVARVAVA strang
RNA 2 — Inicia-se a sintese de RNA.
\ A COUATACH / E preciso formar uma
e N }DNA cadeia de 9 nucledtidos
L GGAUA ER, para o processo
RNA™ (5 = \ J prosseguir.
Template strand

www.doctortee.com
RNA polimerase:
Grande afinidade pelo DNA (iniciacao)

Grande capacidade de “deslocacao” ao longo
da cadeia (diminuigao da afinidade ?)

Caracteristicas conferidas
pela estrutura da molécula

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



2. Elongacao
“» Polimerizacao dos primeiros ribonucleotidos — hibrido DNA-RNA
*» Deslocacao da enzima
“» RNA vai sendo libertado — re-enrolamento do DNA
» Libertacao dos fatores de iniciacao
“» Ligacao de fatores de elongacdo que aumentam a velocidade
da reacao

Ligacao fosfodiéster

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Transcription bubble

[
|
Nontemplate J&&

strand RNA

) >
polymerase .\
Rewinding o pean N

/ NN Unwinding

N N
IJ!III' ( ‘/
) : strand

RNA / RNA-DNA Active site
5" hybrid, 8 bp

o' /
DNAS,

4
Direction of transcription
(a)

Apenas a area a ser transcrita esta na forma de cadeia
simples

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



3. Terminacao

- Determinada por regidoes especificas do DNA - Terminador
« Dissociacao do complexo de transcricao
» Dissociacao do hibrido RNA-DNA

DNA retoma estrutura bicatenaria

5! growing RNA strand
/
Sl o T v v_3'
3 -. A 5

TERMINATION AND RELEASE OF
POLYMERASE AND COMPLETED
RMNA CHAIN }

3I
5!
sigma factor
rebinds
v v

S Y - 4 3!
R s - 44 5

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Terminacao intrinseca (ou ré (rho) independente)

Sequéncia palindromica rica em G e C (= 40 pb) seguida de

regiao ricaem A e T — contida no DNA

TERMINATOR
(stop signal) stop site

v

—CCCACAGCCGCCAGTTCCGETGGEGGCATTTTAACTTTCTTTAATGA —
3'—6GGTGTEGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAA\AGAAATTACT B

\

N\
TRANSCRIPTION template strand

Hairpin loop
Complementary
base pairing
5' 3

2, | ona

ESSUAlg 2014/15
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NN D, NN NN

LT 1T OH

N ’

5'
mRNA

Forma-se uma estrutura em
gancho (hairpin) no mRNA

Segue-se uma cadeia de
residuos de U

O gancho destabiliza ao
hibrido RNA-DNA

MRNA e RNA Polimerase
dissociam-se

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Terminacao ro (rho) dependente

Factor ré (r) — proteina essencial na fase de terminacgao (E.
coli )

Hexamero
419 aa

Dominio de ligacao ao RNA
(RNA-binding domain)

Dominio de hidrolise de ATP
(ATP hydrolysis domain)

Helicase

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



U//q‘qml LT
~/
\_

RNA polymerase

Rho

protein R
ATP ADP
- +
H,0 P

Liga-se ao transcrito
(segmento de 70-80 bases rico em C)

Ativa a hidrolise do ATP

“Persegue” a RNA polimerase

Degrada o hibrido RNA-DNA do local ativo da enzima (helicase)

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Transcricao em Eucariotas

Chromosome

«—
Transcription

Histone Histone
U octamer [

w”

-~
: \, DNA
- LN - ' . . :
1< Zal - -
» %
>

N
=~

Nucleosome
Heterochromatin | Enhancer

Euchromatin

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Transcricao em Eucariotas

Grandes agregados enzimaticos (500 kD ou mais); 8 a 14
subunidades

S. cerevisiae — RNA Polimerase |l

Constituida por varias (12) subunidades.
As 3 subunidades maiores sao homologas as presentes na RNA
polimerase de procariotas

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Numa das subunidades existe um Dominio carboxi-terminal (CTD)
gue contém multiplas repeticoes de uma sequéncia consenso de 7

aminoacidos

Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser

que pode ser fosforilada nos residuos de serina ou tirosina

~20 repeticoes em leveduras e
~52 em mamiferos

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Topologia geral dos genes que codificantes em

eucariotas
Upstream TATA mRNA
promolci clements  box initation
Elementosa - | F‘_”/\Q
montante ROSOSOTIROSRINR
(upstream) L 30bp—
( 5’) 100 bp ]
CCAAT
GGGGCGG
GCCACACCC
ATGCAAAT
TFIIB Downstream
recognition Initiator core promoter
element TATA box element element
DNA L A N — /_L\ e A
s [/ %%%CGCC  TATAAA YYANTAYY RGHCGTG
/! -35 -25 +1 +30
. L
- v AN v ”,,-‘ S
Regulatory Core Transc"ription
promoter promoter start site nature.com

ESSUAIg 2014/15
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p globin =

Estruturas de promotores eucariotas tipicos

CAAT A

N
\

TATA _

N\

— Transcriptional
start site

|

o —>
GC
s
SV40, early [!
Octamer [
// TIPSR |
T"\;.rmiciine l I I l
kinase
3
Histone H2B I l l

-160 -140

120 -100 80 &0
1 ! ! | \ |

40
1

20
l

+20

Nome Se(q. consenso
TATAbox TATAAA

CAAT box GGCCAATCT
GC box GGGCGGG
Octaméro ATTTGCAT

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Enhancers (ou upstream activator sequence) — “Acentuador”
v" Nao promove a transcricao

v" Localizado a montante ou jusante do promotor

v Pode estar muito longe do promotor

v" Aumenta a atividade do promotor (até 200x!!!)

v Pode funcionar em ambas as direcdes

v Tem efeito num tecido especifico

strongly activating
aszambly

slknt assombly of
raguatory protains

\ TEn——

\, zomaral transeription factors

strongly Inhibting
protaln

womkly
acthvathg

protoln
assambly

http.//www.biologyreference.com
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Enhancers (ou upstream activator sequence) — “Acentuador”

« Pode ou nao estar ativo consoante o desenvolvimento do ser
vivo: controlo genético espacio-temporal

 Normalmente estdo marcados epigeneticamente através de
modificacées quimicas em aminoacidos especificos da cauda

de histonas especificas (H3K4ac)

Mammal
—“—'_ — i_ (Mouse embryo)

5’ Enhancers 3’ Enhancers

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



nature.com

A atividade enhancer requer

uma conformacao

especifica (processo de

remodelagao da cromatina) &
da cromatina de modo a

haver contacto fisico entre o

enhancer e o promotor

nature.com

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Roger Kornberg (prémio Nobel 2006)

Complexo mediador

activator

human mediator

RNA polymerase ||

30 subunidades
22 sao homoélogas
(levedura vs Homem)

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Fatores de Transcricao (FTs)

Gerais Especificos

Aproximadamente 5% dos genes humanos codificam FTs

Formam complexo no DNA

Recrutam a RNA polimerase - a enzima nao se liga isoladamente
Promovem inicio da transcricao

Suficientes para niveis basais de transcricao

(housekeeping genes; estruturais — proteinas constituitivas)

Todos os genes associados a RNA polimerase |l

Gerais

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Fatores de Transcricao

Com funcao reguladora na transcricao

Sintetizados ou ativados em alturas ou tecidos
especificos

Controlo do padrao de transcricdo no tempo e no espaco
Ligam-se a sequéncias do DNA designadas elementos
de controlo, como os enhancers ou repressors.

Niveis elevados de transcri¢ao, (genes reguladores —
proteinas indutiveis

Especificos

Fatores de Transcricao:
v Regulam

v Precisam de ser regulados
(pelo menos alguns!)

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Fatores de Transcricao - .
‘\t‘/mRNA

M

TFA

-Enhancer'___
Gene B ON Gene C ON Gene DON .. / Gene B OFF
.._,’T _
Vv .y TFD

mRNA
Time

>
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Caracteristicas gerais dos Fatores de Transcricao

» Dois dominios funcionais

Dominio de ligacao ao DNA
(DNA binding domain)

Dominio de ativacao da transcricao
(transcription activation domain)

» Dominios de dimerizacao
(hetero ou homo dimerizag¢ao)

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Fatores gerais de
transcricao

Complexo de pré-iniciacao

-+
RNA Polimerase |l

v" RNA Polimerase I

v  TFIIA
v TFIIB DABPolF:

v  TFIID
v TFIIE
v TFIIF
v TFIIH

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Fator geral

TFIID

TFIIA

TFIIB

TFIIF

TFIIE

TFIIH

Caracteristicas principais

Contem a TBP (TATA binding protein); liga a TATA box; é
um fator de posicao

Estabiliza a ligacao do TFIID

Liga a montante (sulco maior) e jusante (sulco menor)
da TATA box; direciona a transcrigcao; essencial para a
ligacao do conjunto “TFIIF-RNA Polll”

Heterotetramero, com 2 subunidades diferentes; uma
delas tem fungao de helicase (envolvido na
desnaturacao do promotor); estabiliza o complexo “DNA-
TBP-TFIIB”; essencial para a entrada dos TFIIE e TFIIH

Heterotetramero; Atrai o TFIIH para o complexo

9 sub-unidades; 2 delas com atividade helicase; tem
atividade quinase (fosforilacdo do CTD)



Al ‘Q"“A— 4

TBP — TATA binding protein

180 aa

Estrutura em “forma de sela”

Liga ao DNA através do sulco menor
DNA dobra cerca de 80°

Liga preferencialmente a regioes AT porque requer
menos energia para desnaturar o DNA

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Montagem do complexo de iniciagao - RNA Polimerase |

Regiao TBP (tata binding protein) do fator TFIID reconhece
a TATA box

A ligacao de TFIIA estabiliza o TFIID ja ligado

TFI8

ESSUAIg 2014/15
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Outros fatores ligam ao
complexo

RNA Polimerase também se
liga

TFIIE e TFIIH ligam e
contribuem para a

estabilizacao do complexo

TFIIH tem atividade ATPase,

o« helicase e quinase. Fosforila a

cauda CTD da polimerase

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



' A‘},"P&?NANI

TATANE S

A fosforilacao permite que a
polimerase se desligue do
complexo e avance ao longo
do gene

Nascent RNA

A fosforilagao da cauda CTD também atrai a enzima guanilil

transferase que é fundamental para a protecao do mRNA em
formacao — Formacao do 5’ cap

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



(P, P

Promoter
clearance

3/

Minimal
initiation complex Active :: \! ;ﬂ =
transcription complex

v Remog¢ao do complexo de iniciacio (promoter clearance)
v Entrada dos fatores de elongacéao
v Inicia-se a etapa de ELONGACAO

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



RNAmM em
formacédo

,‘ "5 cadeia transcrita
| b N

»,

PO 9’*

-_—

p— abenura do

fechamento

do DNA RNA polimerase

nucleondeos;:
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TERMINACAO

Nos eucariotas, cada uma das RNA polimerases tem
mecanismos de terminacao diferentes

RNA Polimerase | — requer um fator de terminacao especifico que
liga a jusante da unidade de transcricao. Liga ao DNA!

RNA Polimerase |l — termina numa regiao a 0.5-2 kb da cauda poli(A)
(sinal de poliadenilacao — AAUAAA e € um processo associado a
clivagem e poliadenilacao da extremidade 3’

RNA Polimerase lll — termina apos a polimerizacao de varios
residuos de U

ESSUAIlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



Processamento do mRNA eucariota
v Formacao 5°cap

v" Clivagem e poliadenilacéo
v Splicing

transcription

and 5’ capping
DNA
5, d/
T Exon Intron
5'Cap
Polll
completion of
primary transcript
Primar)! Noncoding
transcript end sequence
\\\ \\\ || || II ,’,
N S i cleavage, | ., / ’
“ %% polyadenyla.ti.on," o /'I
%R ‘.  andsplicing 1 | ¢
\\\ AN : 1 V7 73
Mature ‘0 o g e
mRNA 5' M—'*’ —AAA(A)n 3'
Figure 26-12

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Formacao 5’cap

0o CH3
l +

HJN\ | N\
H,N SN N

7-Methyl-
guanosine

OH OH

(o)
I
P
i
—o_||>=0 | 5',5"-Triphosphate
7
P
I
(o]
I
C

linkage
“0—P=0
Hz O [Base]
KH H
H /H
Sometimes
_ /O OEHS “~ methylated

Sometimes
A Ol — methylated

3 L}
Figure 26-13a
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company

5'End of RNA
with triphosphate group

5€%Np

phosphohydrolase

P;
ppNp
GRPP GTP
PP;
GpppNp
adoMet
guanine-7-
methyltransferase
adoHcy
m’GpppNp
adoMet
2'-0-methyltransferase
adoHcy
m’GpppmNp
5'End of RNA with cap

Figure 26-13b
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

Associada a cauda
CTD da RNA Pol Il

O “5’-Cap” é adicionado ao RNA nascente logo

apos a iniciacao (20-40 nt)

ESSUAIg 2014/15
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Funcoes do “5’°cap”

Protege a extremidade 5" da digestao por exonucleases

Posiciona os ribossomas na extremidade 5 do mRNA eucariota.
(Fator de iniciacao da traducao — CBPI — reconhece e liga-se ao

5’-cap)
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3’ Poliadenilacao

Cauda poli(A) — aprox 200 A
Nao esta codificada

Sinal de poliadenilacao:
Sequéncia NNUANA
(AAUAAA ou AUUAAA mais frequentes)

Distancia entre o hexamero e o local de
clivagem (10-30 nt)

Associa-se a uma proteina:
PABP (poly A binding protein)
gue |he confere estabilidade
1 PABP/10-20 nt

A presenca de PABP impede “de-
capping”

Template Polll

DNA\ =
AAUAAA

®£ Enzyme
complex

=

5/ - \
Cap  RNA

5/ - AAUAAA

@

endonuclease

5/ w AAUAAA

® ATP

polyadenylate
polymerase

—OH(3')

PP,

5/ -
Figure 26-1 87

—AAA(A),—OH(3")



il
| - n RNA
i SFH
R8s "I
Endonuclease RNA cleavage \
A
P y-A polymerase .
Poly (A) polymerase ' ,
\
.
Poly (A) binding protein & ‘
A
R
acai il pol
t pre
\~,
A
ey S [

Na pratica — util no isolamento de poli(A) mMRNA e a formacao de
cDNA, por emparelhamento com oligo(U) ou oligo(dT)
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Splicing

promoter
region
. I I intron 1 2 3
genomic

DNA

exon 1 2 3 4

ltransoription

noncoding

5" leader region
I 1 1 2 3 4 | I
pre-mRNA SCCaEm ) 3

lsplicing

spliced mMRNA ST ] 3
1 2 3 4

Exoes ligados pela mesma ordem - “colinearidade”
gene/proteina
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“self-splicing” RNA

T. Cech (1981/82)
Nao sao soO as proteinas que catalisam reacoes...

Detalhes sobre o “splicing” do RNA

Ribozimas Tom Cech

S. Attman

O componente catalitico ativo da ribonuclease P (E. coli) € uma
molécula de RNA

Prémio Nobel da Quimica 1989

Sidney Altman
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Splicing
Excisao dos introes durante o processo de transcricao

RNAs de classe |l (pre-mRNA) da maioria dos eucariotas
requerem varias enzimas

Reconhecimento de pequenas sequéncias consenso
na fronteira exao-intrao

O OH OH OH
ol

/ ~No
Guanosme/_J

OH OH \//

\ Intron
o OH

Excisao por reacao de transesterificacao
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Splicing

Exon Splice site Intron Exon

57w A GG U (\l AGUMwWYNYURAY»w WYY YYYYYYYNCAG G v 37
‘ e—— 10-40 nucleotides — >

5" splice site Branch site 3’ splice site
consensus sequence consensus sequence consensus scqucncc
Intron
Polypyrimidine
Exon 1 YrY Exon 2
tract
5 URAGU YUNAYYYYYYYYYYYYAGE 3

5" splice junction Branch 3’ splice junction
(Donorsite) point (Acceptor site)
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Fatores de splicing — proteicos e ribonucleoproteicos:
U1, U2, U4/U6 e U5 snRNP’s (ou snurps)

(urididine rich small nuclear RiboNucleoProteins = pequenas
ribonucleoproteinas nucleares)

FUNCOES
- Reconhecem o local 5’ de splicing

Exonl

Reconhecem o local de ramificacao

Aproximam os 2 locais reconhecidos

Catalisam as reacoes de hidrélise do
RNA e de juncao

Associados a interacoes RNA-RNA, YUNAYWYYYYYYWYAGI |
RNA-proteina e proteina-proteina Exon 2

SR

U2AF
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O spliceossoma posiciona o residuo de adenina (A) do
local de ramificacio (branch site) perto do local 5’ do
local de corte (splicing site).

Ocorre a reacao entre o grupo 2’-OH do residuo Ae o
grupo 5’fosfato (ligacao fosfodiester)

5" splice site 3’ splice site
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O grupo 2’-OH fica ligado & extremidade 5’ do intrdo. E
criado um grupo 3°-OH no exao que ataca a posicao 3
"do local de splicing
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Como consequéncia, as extremidades dos exdes juntam-
se e 0 intrao é libertado numa molécula em forma de

laco (/ariat-shaped)
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Splicing do RNA - varias formas possiveis:
Splicing alternativo

Alternative exon
AAA(A)
w : [T TTHAran),
ﬁ Alternative 5’ splice sites
Exon skipping & [D]:I:IE—AAA(A),,
| w < LW T-Aanam),
i Alternative 3’ splice sites
i FITTT-ARAn),
Mutually exclusive exons W‘j _< II III@

Intron retention
* o I [1Tl-Araw),
—i D<>D\/[<>:K>[r el [-AAA(A),
Mutually exclusive alternative exon
4 Ll [ T-Aaam),
KA —< s,
I Alternative promoter and first exon

¥ AAA(A)
Alternative 3' acceptor sites l\[/wj _( %AAA(A;
n

Alternative poly(A) site and terminal exon

YA —< T
S I |D—AAA A
Intron retention ( )n

Figure 26-22

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

i

AAA(A),

:

Alternative 5' donor sites

!
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Splicing do RNA — varias formas possiveis:
Splicing alternativo

 Aumenta a variabilidade genética de um ser vivo

« Cada gene pode produzir muitas proteinas diferentes
segundo a sua regulacao ao nivel da transcricao e

splicing alternativo
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Splicing — Proteinas isoformas

o-tropomyosin gene

exons introns
TRANSCRIPTION, SPLICING, AND
3" CLEAVAGE/POLYADENYLATION

5'—/\/\-/\-(\-%3' striated muscle mRNA
5w W s 3’ smooth muscle mRNA
5 N w3’ fibroblast mRNA

5 N W NN s 37 fibroblast mRNA

L gl W WL W WV Do N Y brain mRNA

]DNA
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Poly(A) site Poly(A) site

Exon Intron Calcitonin CGRP
Primary g3t 2 3 : > 6
transcript ] % E
cleavage and cleavage and
polyadenylation polyadenylation
Thyroid
1 2 3 4 1
1 7 H [T0-asan, B
splicing
1 2 4
Mature mRNA [T = '—AAA(A), Mature mRNA
translation translation
~—S ~—~
protease protease
action action
A 4 v
=
Calcitonin CGRP
Figure 26-21

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company

ESSUAlg 2014/15 Inés Gago Rodrigues



RNA Polimerase | — sintese de rRNA (RNA ribossomal)

Complexo de = 13 sub-unidades

Promotor (core promoter + upstream control element)

r
p-

UBF (Upstream Binding Factor)

Fator de “montagem”: Liga a
regioes ricas em G/C

Fatores de transcricao
SL 1 (Complexo de “seletividade”)

4 polipéptidos
Componente analogo ao fator s
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Upstream promoter element

UBF binds to upstream promoter element

(t
VNN

that binds to core promoter

Pol | promoters have two sequence components

G-C-rich

170 -160 -150 -140 -130 -120 -110 -40 -30
AN Y AYAYAY AN AYAYAYAN

A-T-rich |
Inr
Core promoter

L +10 +20

INAAAVAVAN RVRAA

RNA polymerase | holoenzyme includes core- binding factor
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Biossintese de rRNA

Ocorre no nucléolo — estrutura de morfologia, tamanho,
numero e posicao variaveis

70S 80S
MW 2:500.000 MW 4,200, 000
\ 30S
MW 1,600, 000 MV}QO0,000 MW 2, 800 OOO MW 1,400,000
5S rRNA 23S rRNA 16S rRNA 5S rRNA 288 rRNA 5. 8S rRNA 188 rRNA
= |I= = ==
120 120 160 1900
nucleotides 2900 1540 nucleotides nucleotides |
nucleotides nucleotides nucleotides
4700
nucleotides
34 proteins 21 proteins ~49 proteins ~33 proteins
PROCARYOTIC RIBOSOME EUCARYQOTIC RIBOSOME
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Cromossomas nucleolares contém uma regiao especifica — regiao

do organizador nucleolar (NOR, nucleolar organizer region) onde se
localizam os genes ribossomais

Neontranscribed
spacer

[es T2 { e Tzl

J \ v J N - J N
DNA with tandemly —~ Transcription |
. .
arranged genes for _—"  byRNA ~——
mammalian 458 rRNA polymerase | \‘
- l
v

| =il | il [ —> Pré-RNA

Mammalian 458 pre-rRNA |

13,000 nucleotide: Mult vp rRNA \
: '/;v sing (discard
6800 nucleotide o
(T
188 ﬂ/ 265 188 U/ 288
[ ] [es ] S
-30 proteins -30 proteins E
_‘,_/ \
',---— 55 rBNA r‘ 5S rRNA :
(— -50 proteins O protein s
‘EU
@ Q @ Q
40S

Ribosomal subunits

DNA em arranjo tandem (cluster) com sequéncias repetitivas
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Iniciacao — Fatores de iniciacao
Elongacao — Fatores de elongacao

Terminacao...

RNA Polimerase | — requer um fator de terminacao especifico que liga a
jusante da unidade de transcricao. Liga ao DNA! e reconhece uma
sequéncia de 18 bases situada no fim de cada unidade de transcricao

Russell, J. & Zomerdijk, J. C. B. M., 2005

RNA Polimerase | e fator de
elongacao libertam-se do rDNA
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Pré-RNA (45 S) — processado por endonucleases

Pre-rRNA
transcript
(305) 165 tRNA 23S 55
(4S)
methylation and pseudouridine or
dihydrouridine conversion
1 12 1 13 3
v YV ¥ ¥
mIrm T LB 1 N | | I | 1
@ cleavage
Intermediates
T m T T T T
17S tRNA 25S 5S
nucleases @ nucleases
Mature RNAs
o1 m 1 mr mr T am
16S rRNA tRNA 23S rRNA 5S rRNA
Figure 26-24

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company
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snoRNAs (small nucleolar RNA = ribozimas), ricas em uridina
(UMP), que existem associados a proteinas formando

sSnoRNPs

snoRNA

U3

U8

U14

U22

MRP

N° bases

206-228

136-140

86-96

125

260-280

Fungdo no processamento

do rRNA 455

do rRNA 5.85 e 28S

do rRNA 185

do rRNA 185

do rRNA 5.85



Funcoes dos snoRNPs

Funcao catalitica

Funcao “chaperon” (acompanhante)

v Mantém-se ligados durante maturacao e transporte do pré-mRNA

v" Associacao correta entre rRNA e proteinas na montagem dos

ribossomas

snoRNP Assembly and Transport
=T o —{EN
iding
Y
E L EXON |
YORM

S
ko)
q'? /’
] 1 ?
2 &
g %
q_) \
< \?

\
5 nsport  / >
S
=
il
<
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RNA Polimerase lll — sintese de 5S rRNA e de

Complexo de 17 subunidades; RNA polimerase mais ativa

Promotores (internos)

+10 a +30 nt

—

ch A

box A + box B - tRNA
box A + box B + box C — 5S rRNA

TATA box

+50 a

+70 nt

Box B

There are three types of pol lll promoters

Type 1

Type 2

Type 3

Oct

PSE TATA

Startpoint

box A box C

box A box B

http://bioweb.wku.edL

ESSUAIg 2014/15

Inés Gago Rodrigues



Fatores de transcricao

Type 1 pol lll promoters use TFIIIA/C

Startpoint

box A box C
TFIIA

TFNC

TFIIB

http://bioweb.wku.edu

TFIIIA - Liga ao DNA, Fator de
“montagem”

TFIIIB - 3 polipéptidos incluindo TBP;
Fator posicional

TFIIC - 6 polipéptidos; Fator de
“montagem”

Type 2 internal promoters use TFIIIC

Startpoint

boxA boxB
TFIIC TFIIC

TFIIIB

Pol llI

http://bioweb.wku.edu
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Biossintese de tRNA

attached a
acid (Phe)

o

PFCCOO0O 00

anticodon a clover leaf

(A) {(B) (C)

5' GCGGAUUUAGCUCAGDDGGGAGAGCGCCAGACUGAAYAYCUGGAGGUCCUGUGTYCGAUCCACAGAAUUCGCACCA 3

—J

(D) anticodon

®1998 GARLAND PUBLISHING

tRNAs:

Classe | — ansa variavel com 3-5 bases (= 75%)

Classe Il — ansa variavel com 13-21 bases
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Maturacao endonucleolitica

Primary transcript

3’
OH

|
u RNaseD cut

5' pPGUUAUCAGUUAAUUGA At

(2]

Il 1el 11
nNaOcOrPO>»C

RNase P cut

Canncnc

Ug

GU ApccGg A

1SRN

G AAGGC
Ugyu

a=-nN
a=n
a-nN

Q

a
N

>»C

>ap>»n O
I R
cncc

(s}
>
>

(R &
& Gmmn
IT1e

® _ACENg

n > >

Figure 26-27

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W.H.Freeman and Company

Nn—=0
a—-n

c
c

base modification
5'cleavage
3'cleavage
CCA addition

Intermediate
3'
OH
|
A
C
&
5'pCc-G
PUCA
-5
Ue G
C-G
- c
pPe ' Cesed” W
) mG AAccGmG 120 10 G
NN GGGCG
AAGGC mC Ty
pD mG Ae P
C— GAGA
A-U
A-U
AZY
c A
u ° GA
G- C
¥—A
A-U
uA A
C
v C

Mature tRNA™"

30-0
>gN0-N
]
<

3’
OH

nNOOOPOPNND—

cCoanoncncn

cU cmA

Nn=-0

n—
“a

c
0" “sannni
< Y D
«=NCCpy
e >
&
o-n

ESSUAIg 2014/15

Inés Gago Rodrigues



The end



