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O prémio Nobel de Quimica de 2006 foi outorgado ao pesquisador Roger Kornberg, que revelou em
detalhes moleculares como DNA é copiado em RNA mensageiro, um processo denominado de transcrigéo
génica. Kornberg também identificou novos fatores protéicos que fazem parte do complexo de transcrigéo e
que séo importantes para a regulagéo da expresséo génica em diferentes tecidos.
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ais umavez a Academia Real

Sueca de Ciéncias decidiu
premiar na area de Quimica

uma descoberta que apresenta um
forte impacto para o estudo dos sis-
temas biolégicos: o pesquisador
Roger D. Kornberg foi agraciado com
o prémio Nobel de Quimica de 2006
pelos seus estudos sobre as bases
moleculares da transcricéo génica em
eucariotos. A frequente premiacao
com o Nobel de Quimica de temas
relacionados a Biologia ilustra a im-
portancia da integragao interdiscipli-
nar entre essas duas grandes areas.
A informagéo genética contida no
DNA é primeiramente convertida em
RNA, que por sua vez é utilizado co-
mo molde para a sintese de proteinas.
Roger Kornberg, um biogquimico e bio-
logista estrutural da Escola Médica da
Universidade de Stanford, descreveu
pela primeira vez como 0 processo
de conversao de DNA em RNA men-
sageiro, ou transcricao, ocorre do
ponto de vista estrutural. A transcricao
de genes é necessaria durante toda
avida de um organismo, desde a sua
formagao até a sua manutengéo,
como por exemplo durante o desen-
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volvimento ou na reposicéo de células
mortas. Compreender como a trans-
cricao funciona também é fundamen-
tal do ponto de vista médico, j& que
disturbios nos processos de transcri-
cao estao relacio-
nados a doencas
Como O cancer.

Os mecanismos
de transcricéo géni-
ca em procariotos j&
eram bastante co-
nhecidos nos anos
1960. A RNA polime-
rase de bactérias consiste de quatro
subunidades centrais e uma quinta
subunidade variavel, denominada de
fator sigma. A subunidade sigma é
necessaria para que a polimerase re-
conheca o promotor de um gene,
uma sequiéncia especifica de nucleo-
tideos que sinaliza o local de inicio da
sintese de RNA. Em contraste com as
bactérias, os eucariotos apresentam
trés tipos de RNA polimerase (I-Ill).
Todos os genes codificadores de
proteinas sé&o transcritos pela RNA
polimerase Il, que foi 0 alvo de estudo
de Kornberg. Durante os anos 1970,
a RNA polimerase de eucariotos foi
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purificada e verificou-se que ela é
constituida de doze subunidades. No
entanto, nenhuma subunidade simi-
lar ao fator sigma foi identificada. Hoje
sabemos que outros tipos de fatores
cumprem o papel do
fator sigma em euca-
riotos. Foram iden-
tificados cinco fatores
associados a RNA
polimerase Il que es-
tao envolvidos na
transcricao de todos
0s genes, denomina-
dos de fatores gerais de transcricao.
Com o auxilio desses fatores gerais
de transcricao (TFIIB, D, E, F e H), a
RNA polimerase Il em eucariotos re-
conhece o sitio de inicio de transcri-
¢ao e inicia a sintese de RNA.

As contribuicoes de Roger Kornberg

A estrutura dos nucleossomos

Por muito tempo acreditou-se que
0 processo de transcricao em euca-
riotos ocorria de maneira muito simi-
lar ao de procariotos. Com o tempo,
foi ficando claro que o processo de
transcricdo em eucariotos & muito
mais complexo. Enquanto o DNA nas
bactérias estéa exposto, o0 DNA euca-
ridtico esta organizado na forma de
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cromatina. Antes de iniciar seu traba-
lho sobre os mecanismos molecula-
res de transcri¢cao, Kornberg estudou
a estrutura da cromatina. Durante seu
estagio de pds-doutorado, que foi
realizado sob a orientacao de Francis
Crick e Aaron Klug, na Universidade
de Cambridge, na Inglaterra, ele
prop6s que a unidade basica da
cromatina, o nucleossomo, é consti-
tuida de um octédmero de histonas e
de 200 pares-base de DNA (Figura 1).

Naqguela época, nao se acreditava
que a estrutura da cromatina apresen-
tasse um papel importante na regula-
cao da transcricdo génica. Desde
entao se descobriu que o empacota-
mento do DNA em nucleossomos
apresenta uma grande importancia na
regulagéo da expressdo génica. A
presenca de nucleossomos nas re-
gides promotoras dos genes inibe a
transcricao destes pela RNA polime-
rase Il. Os nucleossomos entao
garantem que todos 0s genes euca-
ridticos estejam inativos, exceto aque-
les cuja transcricao € ativada por
mecanismos regulatérios especificos.
Sabe-se que fatores de ativagao
tecido-especificos sdo capazes de se
ligar a sequéncias regulatorias pre-
sentes nos genes eucariéticos, deno-
minadas de enhancers. Esses fatores
sao capazes de modificar as histonas
nessas regides, fazendo com que o
DNA seja descompactado de forma
que possa ser transcrito pela RNA
polimerase |l, fazendo, por exemplo,
com que este gene seja transcrito em
um tecido especifico e ndo em outro.

Experimentos recentes indicam
gue 0s nucleossomos sao completa-
mente removidos da regiao promo-
tora durante a transcricdo em genes
ativos, de forma que a RNA polime-
rase |l pode interagir diretamente com
o DNA. Apds a transcrigdo, 0s nu-
cleossomos sao novamente forma-
dos. A modulagéo do estado de con-
densacao da cromatina apresenta,
portanto, um papel fundamental na
regulacao da expressao génica,
sendo que Kornberg teve uma impor-
tante participagcao nessa descoberta.

A descoberta do mediador

Uma outra grande contribuigao
de Roger Kornberg foi a de desen-
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volver um siste-
ma para o estu-
do da transcri-
cao in vitro que
utilizava a leve-
dura Saccharo-
myces cerevi-
sae, que é um
eucarioto, as-
sim como sé&o
os mamiferos.
Esse organis-
mo-modelo ver-
satil e de facil
manipulacao facilitou imensamente
0 estudo da transcricao em euca-
riotos e permitiu que Kornberg
realizasse todo o seu trabalho que
culminou no prémio Nobel.

No final dos anos 1980, Korn-
berg purificou o complexo de trans-
cricao de levedura que continha a
RNA polimerase Il e os cinco fatores
gerais de transcricdo. Interessante-
mente, verificou que em um sistema
reconstituido que continha esse
complexo de transcrigcdo, apenas
niveis de transcricdo basais eram
observados, e que 0 sistema nao
era responsivo a adicao de fatores
de ativacao tecido-especificos.
Essa observacao levou Kornberg a
inesperada
descoberta e

nucleossomos \

linker

Figura 1: Representacao esquematica dos nucleossomos. O octa-
mero de histonas esta representado por um disco, o DNA associado
ao octamero de histonas esta representado como uma fita escura
e o DNA do linker (localizado entre os nucleossomos) esta repre-
sentado como uma fita clara.

Desta maneira, foram determina-
dos os trés componentes neces-
sarios para que ocorra a transcricao
em eucariotos (Figura 2): os fatores
gerais de transcricdo, o mediador
e a RNA polimerase Il. Nas bac-
térias, os ativadores e repressores
de transcricao contactam dire-
tamente a RNA polimerase, afe-
tando assim a sua ligacado ao pro-
motor. Nos eucariotos, a interacao
desses fatores regulatérios com a
RNA polimerase ocorre através de
fatores intermediarios, o mediador
e a cromatina, ausentes nas bac-
térias, permitindo um maior grau de
complexidade na regulagado da
transcricao.
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transcricao pe-
los fatores de
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cificos. O me-
diador esta au-
sente nas bac-
térias, mas es-
t4 presente em
todos os euca-
riotos, desde
leveduras até
mamiferos.

Prémio Nobel de Quimica 2006

Figura 2: Representagao esquematica de um complexo de inicio
de transcricdo eucariotico contendo DNA (em azul), os fatores
gerais de transcricao TBP (que faz parte da TFIID), TFIIB, E, F e H,
o mediador, a RNA polimerase Il e um fator de ativacéo especifico
(ativador) ligado a um enhancer. O TBP (TATA binding protein)
liga-se ao TATA-box, seqléncia presente na regiao promotora da
maioria dos genes eucarioticos que séo transcritos pela RNA
polimerase IIl. O mediador associa-se a regiao C-terminal nao fos-
forilada da RNA polimerase Il (RNA pol-CTD) e é necessario para
que o ativador estimule o inicio da transcricdo. Quando a trans-
cricao se inicia, a TFIIH fosforila a CTD e os fatores de gerais de
transcricao se dissociam da RNA polimerase Il.
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A captura da imagem atomica da
RNA polimerase Il em acdao

Apesar de identificados os com-
ponentes necessarios a transcricao
em eucariotos, pouco se sabia a res-
peito dos aspectos quimicos estrutu-
rais envolvidos neste processo.
Kornberg decidiu determinar a estru-
tura atdbmica da RNA polimerase Il
que deveria representar a plataforma
central do complexo de transcrigao.
Para cumprir esta missao precisou
vencer grandes dificuldades técnicas,
ja que além de possuir um grande ta-
manho (0,5 x 10° daltons)’, a RNA
polimerase |l esta presente em pe-
quenas quantidades na célula e,
quando purificada, apresenta baixa
estabilidade. Apds 20 anos de experi-
mentos nos quais técnicas de micros-
copia eletronica e cristalografia de
raios X foram utilizadas, Kornberg
determinou com sucesso a estrutura
cristalografica da RNA polimerase |I
com uma resolugao de 2,8 A. Uma
estrutura de menor resolucao (3,3 R
onde a RNA polimerase |l foi flagrada
no ato da transcricao também foi
determinada.

Cristalografia de raios X

A estrutura tridimensional de uma proteina pode ser resolvida através da
difragéo de raios X. Usando-se essa técnica, a posicao tridimensional de

fonte de ,
raios X
feixe de
raios X

cristal =——r—

detector

praticamente todos os atomos de uma
proteina pode ser determinada. O pri-
meiro passo consiste em se obter cris-
tais da proteina a ser analisada, onde
as moléculas estejam precisamente
orientadas. Em seguida, o cristal é irra-
diado com um feixe de raios X, que
apresentam um comprimento de onda
de 1a2A semelhante ao comprimen-
to de uma ligagao covalente e, por-
tanto, suficientemente pequeno para
resolver os atomos da proteina no cris-
tal. Os raios X s&o refratados pelos elé-
trons das moléculas no cristal e detec-
tados por um filme de raios X ou um

detector eletronico. A partir da anélise do padrao da difragdo e uma série de
célculos elaborados, pode-se resolver a estrutura detalhada da proteina.

Os acidos nucléicos ocupam uma
fenda profunda formada por duas
subunidades da enzima, que sao
conectadas por uma ponte formada
por uma alfa-hélice (Figura 3). Acre-
dita-se que essa alfa-hélice oscila
entre uma forma estendida e uma for-
ma dobrada, o que causaria o deslo-

camento do hibrido DNA-RNA atra-
vés da fenda, ao longo da transcri-
géao.

Durante a transcricao, a RNA poli-
merase Il deve se ligar ao DNA e mo-
ver-se por longas distancias sobre ele —
milhares de nucleotideos - sem se sol-
tar, até alcancar o sftio de terminacéo

Figura 3: Estrutura da RNA polimerase Il durante a transcricéo. O
grampo (em laranja) prende o DNA durante a transcricao. O
restante da RNA polimerase Il esta ilustrado em cinza. O DNA e o
RNA recém sintetizado (em vermelho) ocupam uma fenda locali-
zada acima do sitio ativo da enzima (o metal no sitio ativo esta
ilustrado como uma esfera cor-de-rosa). Uma alfa-hélice forma
uma ponte (em verde) que funciona como uma catraca que des-
loca o hibrido DNA-RNA atravées da fenda a medida que um novo

nucleotideo é adicionado.
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O laureado

Roger Kornberg nasceu em 1947, em St. Louis, MO,
EUA. Seu pai, Arthur Kornberg, ganhou o prémio Nobel
em Medicina ou Fisiologia em 1959, pela descoberta
dos mecanismos de replicacao do DNA pela DNA
polimerase. Roger Kornberg graduou-se em Harvard
em 1967 e doutorou-se em Quimica pela Universidade
de Stanford em 1972. Realizou seu pds-doutorado no
laboratério MRC, em Cambridge, Inglaterra, sob a
orientacao de Francis Crick e Aaron Klug. Atualmente
é professor de Medicina na Escola Médica da Universi-
dade de Stanford, Califérnia. Seu mais préximo cola-
borador cientifico sempre foi sua esposa, a Dra. Yahli
Lorch.

Linda A. Cicero; gentielza: Stanford News Service

Roger Kornberg e seu pai, Arthur Kornberg.
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de transcricao do gene. Os resultados
mostram que uma regiao da RNA
polimerase Il forma uma estrutura na
forma de um grampo, que se encon-
tra na forma aberta quando a enzima
esta na forma livre, mas que se fecha
ao redor do DNA quando a sintese
de RNA inicia e o hibrido DNA-RNA
se encontra no sitio ativo. Quando a
sintese termina, o grampo se abre
novamente, liberando a enzima.

Os estudos de Kornberg permiti-
ram pela primeira vez a compreensao
dos mecanismos estruturais que de-
terminam o inicio da transcricao. O
proximo grande passo sera resolver
a estrutura da RNA polimerase Il com-
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Abstract: Nobel Prize in Chemistry 2006: Structural Mechanisms of Eukaryotic Gene Transcription — The Nobel Prize in Chemistry 2006 was awarded to Roger Kornberg for his fundamental studies
concerning how the information stored in genes is copied into messenger RNA. This article describes how Kornberg solved the protein structure of the yeast RNA polimerase Il as well as his other
contributions towards the understanding of the transcription process in eukaryotes.

Keywords: genetic transcription, RNA polymerase, mediator, eukaryotes, Nobel prize

e Nota

Quimica Nova na Escola lanca mais
um produto

Estamos langando, no primeiro se-
mestre de 2007, o DVD Quimica Nova
na Escola. Ele faz parte de um conjunto
de iniciativas que remontam ao inicio
de 2000, quando publicamos a primei-
ra fita de video e os primeiros Cadernos
Tematicos de QNEsc, dentro do projeto
“Recursos Multimidia para o Ensino de
Quimica e de Ciéncias”. Neste momen-
to, incluimos doze programas de TV,
totalizando cerca de quatro horas de
producao audiovisual, que visam sub-
sidiar a formagao e a atuagao dos pro-
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fessores de Quimica e de Ciéncias nas
salas de aula. Estéo incluidos no DVD
QNEsc, quatro programas de TV lan-
cados em formato VHS e mais 8 pro-
gramas, todos eles pautados nos te-
mas abordados nos seis Cadernos
Tematicos de QNEsc. A utilizagao de
recursos audiovisuais em sala de aula
esté passando por uma revolugao sem
precedentes, em razéo do fendmeno
da convergéncia de midia e da expan-
sao da rede mundial de computadores
e de sua capacidade de difundir dados
com velocidade cada vez maior. E nes-
te sentido que os professores de Qui-
mica devem se manter atentos e moti-
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vados para desenvolver técnicas de
uso mais dindmicas e atuais das pro-
ducdes audiovisuais em sala de aula.
Neste nimero, Quimica Nova na Escola
publica um artigo (vide p. 8) que
discute e propde formas de uso de
producdes audiovisuais em sala de
aula, tomando como exemplo um dos
programas que fara parte do DVD
QNEsc. Comece desde j& a se inteirar
desta discussao e nao deixe de assinar
a Revista em 2007 para receber
gratuitamente o DVD Quimica Nova na
Escola.

(Marcelo Giordan — FE-USP)
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