Regulacao da
expressao géenica |

“Poténcia sem controle nao é nada!”

Enrique Boccardo

eboccardo@usp.br



Regulacao da expressao genica
Como é possivel?
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Regulacao da expressao genica

Tudo pode ser resumido a poucas questdes simples...

> QUEM?
> ONDE?
> QUANDO?
> QUANTO?
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Regulacao da expressao genica
Estrutura de um gene que codifica proteinas

TATA box

Enhancer Promoter Enhancer
(distal) (proximal) (distal)

~300 bp

Funcionalmente, um gene € maior do que a regiao que codifica a proteina



Regulacao da expressao genica
A expressao de um gene é regulada por uma combinacéao de:

= Elementos trans — proteinas codificadas por outra molécula de DNA ou por
genes distantes que precisam se locomover para chegar ao promotor que
sera regulado.

= Elementos cis — seqliéncias presentes no promotor ou no enhancer do gene
regulado

TATA box

Enhancer Promoter Enhancer
(distal) (proximal) (distal)

~30 bp

Intron

| Exon

~300 bp



Regulacao da expressao genica

= Complexo de pré-iniciacao
em bactérias
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Regulacao da expressao genica

= A expressao de um gene €& regulada por uma
combinacao de sequUéncias regulatdrias e fatores de
transcricao.
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Regulacao da expressao genica
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Regulacao da expressao genica

[ Head

B Middle

Il MED1 or MED26
[ Tail

[ Kinase

VP16, p53, HSF

REST, NANOG,
-catenin

MED]

pamm— Nuclear receptors:
TR, VDR, PPARY, HNF4, ER, GR

VP16 SREBPT, NHR49,

TGFp, nodal

Nuclear receptors:
GR, HNF4, PPARy

EIA, ELKI



Regulacao da expressao genica
FATORES DE TRANSCRICAO

Fatores que decodificam —
mensagens do exterior —

da célula para o nucleo e /

£
Alteram a taxa de
Iniciacéo de transcricao
génica

<



Regulacao da expressao genica
FATORES DE TRANSCRICAO

Fatores que decodificam
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Regulacao da expressao génica
FATORES DE TRANSCRI(;AO = A combinacdo é importante.

glucocorticoid . glucocorticoid

receptor in hormone
absence of
glucocorticoid
hormone

gene 3

gene 1

genes expressed at low level genes expressed at high level

Figure 8-20 Essential Cell Biology, 2/e. (® 2004 Garland Science)



Regulacao da expressao genica
FATORES DE TRANSCRI(;AO
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Regulacao da expressao génica
FATORES DE TRANSCRICAO

= Qs fatores de transcricao atiam atraves de sua ligacao a
sequéncias especificas.

Fator de Transcricéo Sitio de ligacdo consenso
Specificity protein 1 (Spl) GGGCGG
CCAAT/Enhancer binding protein (C/EBP) CCAAT
Activator protein 1 (AP1) TGACTCA
Octamer binding proteins (OCT-1 and OCT-2) ATGCAAAT
E-box binding proteins (E12, E47, E2-2) CANNTG

N = qualquer nucleotideo




Regulacao da expressao génica
FATORES DE TRANSCRICAO

N NFxB
Tﬁ%ELEQQ.

= (Cada fator tem sua sequéncia consenso.

L(AC 1 v




Zinc fingers COOH

HOOC Helix-turn-helix

Leucine ziper
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Zinc fingers

Leucine ziper

Leucine side chain

= Leucine zipper domain

DMNA-binding
helix

Helix-turn-helix .
i homeodomain
proteins

Helix-loop-helix

Helix

DM A-binding
helix



FATORES DE TRANSCRICAO

Fatores de transcricéo
também podem reprimir
expressao génica.

Interacédo direta
com outros fatores
de transcricao

Recrutamento de
enzimas que alterem
0 status da cromatina
eg., Mad/Max - HDAC
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Reqgulacao da expressao génica

Positiva vs. Negativa




Reqgulacao da expressao génica
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Regulacao da expressao genica

Elementos regulatorios a distancia:
Enhancers e insulators

Podem regular a expressdo de um gene distante
iIndependentemente da sua orientacao ou posicao.

looping of DMNA

Y T

B

InsulatorEnhancer Genes Insulator




Regulacao da expressao genica
Elementos regulatorios: Enhancers

ESTRUTURA
Promovem dobras ou alteracOes na estrutura do DNA facilitando a ligacao
da maquinaria basal

MODIFICACOES EPIGENETICAS
Recrutam enzimas que acetilam histonas para facilitar acesso de fatores
de transcricao ou maquinaria basal ao DNA

TERMODINAMICA
Recrutam fatores da maquinaria basal, alterando a concentracao local
destes fatores, portanto facilitando a ligacédo dos mesmos ao DNA.



Regulacao da expressao genica

Elementos regulatorios: Enhancers

O R O i L
Enhancer
' ﬁ Enhancer-binding protein

~ TN F RS
LT P T
’.: ‘:l‘ ...'Fﬁ" '1
Promoter

Syl
qu,.a.
Nt T

o)

2 ol )
g s o o
< 250%%. L Yo o
. . a r S . D s
. . =
4 v -

Sakin

e e Y et 2
B L o G e S b
Sp1 (promoter-binding protein)

BRI
L3 PO ACH R S A S N S




Regulacao da expressao genica

Elementos regulatorios: Enhancers

“Enhanceossomo” — complexo de fatores de transcricao que regulam a
expressao de um determinado gene.



Upstream

Regulacao da expressao genica

Elementos regulatorios a distancia:
Enhancers e insulators

enhancer

Distal

enhancer
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elements
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Regulacao da expressao genica
Elementos regulatorios: Insulators

Sequéncia de nucleotideos que age como barreira entre um enhancer
(ou silenciador) e um promotor.

insulator

insulator

core promoter



Regulacao da expressao génica

Nature Reviews | Genetics



Regulacao da expressao génica

Também tem que ser regulados!!!!

a @ Inactive chromatin modification
0 Active chromatin modification

» Factor binding "
* Enzyme recruitment

Repressor recruitment
d < and spreading

Nucleosome -
modification
and eviction

Nature Reviews | Genetics



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

Telomeres

Il\

Cromatina

Orange-colored
Centrom ere regions indicate
: hetcrochromatin.
- tr | '

anscrigcao Euchromatin
Eucromatina Heterocromatina
+ transcricao / \
Facultativa Constitutiva

(cromossomo X) (Centrémero, telomero,
regioes do cromossomo Y)

» O grau de compactacao de cromatina determina a acessibilidade da maquinaria
de transcricao aos genes.



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

» O grau de compactacdao de cromatina € regulada por alteracdes
postraducionais nas caudas das histonas.

Q*Q Histone tail
s

“Writer” enzymes
that catalyze modification

/

. Modification

\

“Eraser” enzymes
that remove modification

Nucleosome



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

@ Fosfoserina
@ Arginina metilada
@ Lisina acetilada
@ Lisina metilada
@ Lisina ubiquitinada

FIGURA 10-25 Modificacoes nas caudas N-terminais dos
nucleossomos por pequenas moléculas. Representam-se as
modificacdes em apenas uma cauda de cada tipo das histo-
nas do nicleo. Indicam-se os ndmeros dos aminoécidos.



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

> A acetilacdo é mediada por Histona Acetil Transferases (HATS)

acetil-lisina

+ Cofd—5H + H*

Acetyl CoA

acetylated nucleosome deacetylated nucleosome
a—nd s



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

a Closed chromatin: transcriptional repression b Open chromatin: transcriptional activation
HDAC HDAC

Nature Reviews | Drug Discovery

. Em geral:
H3KOMe; HIK27Me Silenced chromatin » a acetilacao de histonas possibilita a
p’)) transcricao (HAT vs HDAC).

‘l’))»))”))”)) » a metilacao inibe a transcricéo.




Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

Active (open) Inactive (condensed)
Basal

transcription
complex @

Histone
N-termini

Transcription factors |
(e.g., CREB, \FosB)

Nucleosome

» A atividade transcricional de determinada regiao da cromatina depende da
combinacdo de modificacOes na caudas das histonas dessa regiao: “O
codigo das histonas”.



Regulacao da expressao genica
Orgamzaqao da cromatina

£ H2A
I H2B
b A » Codigo de histonas: as modificacoes
'3 H4 . :
| ' nas caudas das histonas determinan a
formacao de eucromatina  ou
HMT HATs heterocromatina.
T
DAC sk
Me
{ :' \ P — ‘ )
Me ) > ;
< - -- [ )

/

Examples of histone modifications

Heterochromatin Euchromatin

e H3K9me2.3 e H3K4me2,3 e« H3K9ac, H3Kl4ac

e H3K27me3 * H4K5ac, H4K8ac

e H4K20me3  H2AK5ac, H2BK12ac
» H2BK15ac

Nature Reviews | Microbiology



Regulacao da expressao genica
Organizacéao da cromatina

Ha-K9 methylated nucieosome Exemplo: Envolvimento da H3-K9
\ no silenciamento da expressao

Heterochrematin

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

Gen5 dentro do
complexo proteico

Complexo

de remodelagem ~ Mobilidade
da cromatina nucleossémica ¢

Ligacado
do TFIID

Ligacéo
da proteina-
-cinase e

Proteina-
-cinase

Fosforilagao,
segunda acetilacdo

Transcricdo

» AlteracOes nas caudas das histonas e a acao de complexos
remodeladores da cromatina permitem 0 acesso da maquinaria de
transcricdo a promotores especificos.



Regulacao da expressao genica
Organizacéao da cromatina

Native chromatin cannot be

transcribed; the DNA-
Chromatin-remodeling binding sites are inaccessible.
complexes (CRCs) perturb or

reposition nucleosomes, allowing
access 10 DNA-binding sites.

(B) Recruitment of CRC \

» Os complexos remodeladores da

cromatina podem reposicionatr,
deslocar ou retirar nucleossomos de

regibes especificas do
favorecendo a transcricao.

genoma,

TBP binding
i S

RNA polymerase

holoenzyme about to join
the transcription complex.
TF{ID TATA-box-binding /

(D) Active conformation

protein (TBP)

Transcriptional
activator protein
(TAP) binds with its
target site in DNA.

RNA polymerase
holoenzyme

Transcriptional
activator
protein (TAP)

TAP recruits TFIID and
TBP to the TATA box.

Figure 11.27 Genetics: Analysis of Genes and Genomes, 6th Edition
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Complexos remodeladores da cromatina

Inactive (closed)

LA

Active (open)
Ac Ac
Ac
Ac Ac
Ac

Swi/Snf (Sc, Dm, M)
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ISWI (Dm)

CHD1 (Dm)
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Ac
Ac Ac

Ac

Swi/Snf (Sc, M)
RSC (Sc)
ISW2(Sc)

ISWI (Dm)

Mi-2 (M)

Ac
Ac

Ac

Ac Ac

Ac

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

SWI/SNF
class

Iswi
class

CHD
class

INOBO0
class

ATPase Bromodomain

Chromodomain DNA-binding

Nature Reviews | Molecular Cell Biology



Regulacao da expressao genica
Organizacao da cromatina

4 910 2728 36 79
[ |
H3 Canonical core histone
4 9 <1 79
[ 97
H3.3 | Transcriptional activation
7
P .
CENPA — N — . — Kinetochore assermbly
i
oA — o ——— Canorical core istone

oA | — o ———— ONA repair and recombination,

major core histone in yeast

oAz | e Gene expression,
chromosome segregation
macroH2A | e e ) X chromosome inactivation,
transcriptional repression
H2ABBD | - Transcriptional activation?
1 20 59
H4 i hﬂ! Canonical core histone
14
) g . _ .
H2B I s - 2 s Canonical core histone

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

» Variantes de histonas podem ter funcdes especificas.



Regulacao da expressao genica
Orgamzagao da cromatina

» As histonas principais podem ser
substituidas por variantes que permitam
uma conformacdo da cromatina mais
“apta” a transcricao.

H2AZ nucleosome H3.3 nucleosome

Nature Reviews | Molecular Cell Biology
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Resumindo...

Cromatina
aberta (ativa)
ﬁ ‘I:I> ("J (”) Remodelagem
CCH3 CCH3 CCHs CCH da cromatina

Histona desacetilase
Histona metiltransferase

Cromatina
fechada (inativa)

<

Promotor Histona cinase
exposto Histona demetilase?
Histona acetiltransferase
@CH3 iCHa ECHB

—

Protefna com bromodominio

Remodelagem da cromatina
(p. ex., troca por
variantes de histonas)

Histona acetiltransferases
Fatores de transcricdo

‘ccu /( CCH /(ccn \}CCH :

Promotor
exposto

L N L

Estado aberto estabilizado

FIGURA 10-26 Bromodominios e cromodominios. A es-
trutura da cromatina é tornada mais aberta ou mais fechada
por diversas modificacdes realizadas pelos diferentes tipos
de enzimas mostrados na figura e explicados no texto. Os
nucleossomos acetilados (canto superior esquerdo) sao reco-

Proteina com cromodominio

Remodelagem da cromatina
(p. ex., troca por
variantes de histonas)

Proteinas de ligagdo a heterocromatina

Estado fechado estabilizado

nhecidos pelas proteinas com bromodominios e auxiliam na
estabilizacao do estado aberto da cromatina (canto inferior
esquerdo). As histonas metiladas (canto superior direito) sdo
reconhecidas por proteinas com cromodominios que auxiliam
na estabilizacdo do estado fechado (canto inferior direito).



Regulacao da expressao genica
Cromatina: Propagacao de marcas epigenéticas

H3-H4 marcadas

Adigdo de novas
H3-H4 ndo

H2A-H2B marcadas marcadas

N

Novas H2A-H2B
nio marcadas

@

CAF-1

Forquilha de replicacdo

H3-H4 marcadas

H3-H4 marcadas

FIGURA 10-29 Conservacdo do padrio de modificacdo das
histonas durante a replicacdo do DNA. Apds a replicagdo
do DNA, as duas fitas de DNA ndo possuem as histonas
H2A-H2B, e os heterotetrameros H3-H4 sio distribuidos
entre as duas novas fitas (a esquerda). Os heterotetrameros
originais (marcados) ligam-se rapidamente as duas fitas-
-filhas, junto com os heterotetrameros H3-H4 novos (ndo

N7

NAP-1

marcados) (a direita). Os heterodimeros H2A-H2B novos
(ndo marcados) e originais (marcados) sdo reorganizados
aleatoriamente sobre as fitas-filhas contendo os heterote-
trameros H3-H4 novos e originais. As marcas epigenéticas
s30, a seguir, propagadas para os nucleossomos adjacentes
nas duas fitas-filhas, preservando o padrdo de modificacdo
de histonas do DNA original.



Regulacao da expressao genica
Cromatina: Propagacao de marcas epigenéticas

(a) Mantendo o estado ativo (aberto) da cromatina (b) Mantendo o estado de repressao (fechado)

cri,fI CH3(|I| CH3(|I| CHzc”
(o] 0 o]
lRepIicacéo l Replicacdo
< © ¢ © ( “>
& g,
CH,C CH.C CH CH,

3 3 3
I Il

l Recrutamento do

o eo ©8 €

o
\/
[o

l~ CH.C CH.C
T %l %l lMetiItransferase
@®©
Bromodominio HAT l 4 Y
= CH. ) R CH
Q Metiltrans- 2 ) 3~
. . B~/
& ® ® = o
CH3(IZI CH3(|:| CH3C" c»-|3<|:| l
0 0 o 0
FIGURA 10-30 Propagacdo de estados epigenéticos apés que se associa as histonas originais apds a replicagdo e esta
areplicacao. (a) O estado aberto pode ser propagado pela relacionada com o estado de repressdo da heterocromatina
ligacdo ao complexo contendo o bromodominio que também fortemente condensada. HP1 contém um cromodominio que
contém uma subunidade HAT, que entdo acetila os mesmos se liga a residuos de lisina metilados nas histonas, e também
residuos nas proximidades dos octdmeros de histonas. (b) atrai uma metiltransferase para propagar o padrdo de metila-

O estado fechado pode ser propagado pela ligacdo a HP1, ¢do original na proximidade das novas histonas.
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Metilacao do DNA

» Metilacao de Citosinas em dinucleotideos CpG. llhas CpG
distribuidas de forma heterogénea pelo genoma, em geral, em

5' CpG 3 promotores de genes.
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Regulacao da expressao genica
Metilacao do DNA

gene regulatory general

proteins transcription factors
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Metilacao do DNA: propagacao das marcas
epigenéticas

CpG

Me 7 DNA maintenance GpC
: = 3 methylase adds Me

newly synthesize new methyl grou
eplication daughter strands to the re{e?\tly > Me
synthesized

daughter strands CpG

GpC
Me

» Atransmissao do padrao de metilacao do DNA as células filhas é essencial
para manter a expressao génica normal.




Metilacdo do DNA: Alteracoes no padrao de marcas
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Nao percam o proximo capitulo...

Vias de transducao e sinais! Quem controla a atividade dos fatores de
transcricao!

RNA regulatorios! Coisas estranhas acontecem no mundo do pequeno!

Temos proteinal!!l E dai? Quem disse que vao funcionar. Traducao nao é
tudo!

E outros eventos importantes, em...

Regulacdo da expressdo génica Il: Reloaded!!!
e up-graded!!!

NAO PERCAM!!!



