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Niveis de Regulacao da Expressao
Génica em Bactérias
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Expressao pode ser:

» Constitutiva
» gene “ligado” o tempo todo

* Regulada

»(Gene sO é expresso se necessario
—regulacao positiva
—regulacao negativa




Regulacao do inicio de transcricao

« Sequéncia do promotor

Fatores sigma alternativos

Ativadores de transcricao

Repressores de transcricao




Fatores sigma de E. coli
TABLE (2l Sigma Factors of E. coli

Sigma
Factor Promoters Recogmzed Promoter Consensus

—35 Region =10 Region
a’’ Most genes TTGACAT TATAAT
o Genes induced by heat shock TCTONCCCTTGAA CCCCATNTA
a’® Genes for motilicy and chemotaxis CTAAA CCGATAT
o't Genes tor stationary phase and stress response 2 ?

—24 Region —12 Region
ot Genes for nitrogen metabolism and other functions CTGGNA TTGCA

SOURCES: C. A. Gross, M. Lonetto, and R. Losick, 1992, in S. L. McKnight and K. R. Yamamoto, eds., Transcriptional Regulation,
Cold Spring Harbor Laboratory Press; D. N. Arnosti and M. J. Chamberlin, 1989, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA 86:830; R. Hengge-
Aronsis, 1996, Mol. Microbiol. 21:887.

Fatores sigma alternativos respondem a
sinais ambientais ou de desenvolvimento




Consenso para Sigma 32 (chogue térmico)

0 pubMed wenual, IVIIL’UDIUIUgy. Luuz Hugu)l.; LINFLO) LOUU—LI /L QUL AVLUIIITILUVUILTVIOTU, = IVIVZING FITeiox —
(2 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2888120/table/t4/ ﬁ:?l
Table 4. -

Heat-induced genes with a potential 032-binding sequence in the promoter region

Distance* Lengtht Binding site sequence Locus Gene producti
34 27 CTTGAAAAACAGCAAAGTATCCTTAAG FTL_0094 ClpB protein F
81 30 CTTGAAAAAACTAACTTCCACTCTCATATA  FTL_0267 Heat-shock protein 90, HipG
84 27 CTTGTATTTATATAAAAAGACCTTATA FTL_0281 Heat-shock protein, Hsp40
7 28 CTTGAAAATGATTAGAAAAAGTATTTTA FTL_0663 Hypothetical protein
101 29 CTTGTCATATATTTAATAATAAACATATA FTL_0891 Trigger factor
162 28 CTTGAAGTGATGTTTCATATACCTTCAT FTL_0894 DNA-binding, ATP-dependent protease La
48 29 CTTGTAAAATTTAATATCAATTCCATTTA FTL_0965 ATP-dependent protease, peptidase subunit, HsIV
82 29 CTTGAAAATACAGAATTAATCACTATCTA FTL_1190 Chaperone protein GrpE (heat-shock protein family 70 cofactor)
92 29 CTTGAAAAGATTATAAATATGCCCATCTA FTL_1191 Chaperone protein DnaK (heat-shock protein family 70 protein)
68 30 CTTGAAAATTAAAAAAAAGCCCCCAATITC  FTL_1265 2-Amino-4-hydroxy-6-hydroxymethyldihydropteridine pyrophosphokinase/dinydropteroate ~
synthase =

98 29 CTTGAAAATTTTTTTTTTGACTCAATATC FTL_1715 Chaperonin protein, GroES
40 29 CTTGTATTTAGCATGATCGTATCATICTT FTL_1805 ATPase
75 27 CTTGAAATTTTAAAAACCGATCATATA FTL_1957 Heat-shock protein

*Distance from ATG start codon - - R - .

tLength (nucleotides) 2

TGene product accorc
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Atividade de um fator ¢ pode ser controlada por um fator

anti-o, que o sequestra quando nao € necessario
Stress

anti-sigma

o
’

, cytoplasmic
é proteases

P° geneX

—

mRNAZ T

nfect. Immun. 70 (2002),
5355-5362

Exemplo: E de E. coli



Regulacao do inicio de transcricao

» Ativadores de transcricao
* Repressores de transcricao




Controle do inicio
da transcricao

Nivel basal de transcrigao
(expressao constitutiva)

!
(9 e 8 DB

activator- ~ operator
binding site promoter

Repressao da transcricao b

repressor

Repressores (. 120 O

Ativacao da transcricao

Ativadores

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




Elementos regulatorios
* CIS
»Presentes no DNA, proximo ao gene cuja expressao €
regulada
— promotor (onde se liga a RNA polimerase)

— operador (onde se ligam os repressores)
—sequéncias ativadoras

e frans

»proteinas que podem ser codificadas em outro lugar do
genoma - difusiveis

»ligam-se a elementos cis
»ativadores ou repressores




Operons sao conjuntos de genes transcritos como um mRNA, a partir
do mesmo promotor: regulacao coordenada

Sitio de ligacao do

Sitio de ligacado do repressor
Ativgdor Operador
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Add lactose
|

J-galactosidase

Time

Uso da lactose por E. coli:

» Enzima [3-galactosidase, que hidrolisa a lactose
— s0 esta presente quanto o meio contém lactose e nao tem glicose

Lactose Galactoside

Outside O~ bermease
Inside
CH,OH CH,OH
Q Q
HO /'H o H /| OH
A\OH H 4 “/\OH H /A4
H OH H OH

Lactose

B-galactosidase

Allolactose

B-galactosidase
CH,OH

Q
H,/H OH
A
ANOCH. H A4 © gdNOH H /A
H OH

H OH
Galactose Glucose

Modelo do operon /ac - Jacob e Monod, 1960

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1965
" Francois Jacob, André Lwoff, Jacques Monod
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1965
Francois Jacob

André Lwoff

Jacques Monod

Francois Jacob André Lwoff Jaéques Monod

The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1965 was awarded jointly to Francois
Jacob, André Lwoff and Jacques Monod "for their discoveries concerning genetic
control of enzyme and virus synthesis"



Operon lac

genes estruturais

- 1

B-galactosidase Permease Transacetylase

lacl: gene regulatorio (codifica um elemento trans)

Nao faz parte do operon
Expressao constitutiva




Operon /ac na auséncia de lactose

p i p“ z y a
ST AR s
imRNA 1 Repressor Lacl se liga ao operador e
.‘l; Impede a ligacao da RNA polimerase

lacZ, lacY e lacA nao sao transcritos

Nao ha producao de [3-galactosidase




Na presenca de lactose, o repressor se desliga do operador

Regulacao negativa: repressor
ligado inibe a transcricao

Operator
Um sinal molecular DNA

causa dissociacdo da I

proteina regulatéria do

N Y,
DNA Pror}floter
Alolactose 5 > 3’
CHOH o \ mRNA
ou O [ ou Isémero da lactose
H T IPTG gerado pela beta- rodu 50 de
IANEVZ galactosidase constitutiva p g

existente

H o on B-galactosidase

Isopropylthiogalactoside
(IPTG)




Repressor Lacl € um tetramero que se liga a
duas regioes no DNA
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Ligacao do indutor muda a
conformacao do repressor Lacl

Headpieces bind successive turns in major groove

'77:\\:"’

3ore j
Inducer binding changes conformation

L ) *——Ind cer
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desliga-se do DNA

INDUCER— %

‘ o xx

t o Inducer converts
lac repressor
7N N into a form with
o : low affinity for
1 i operator
AWAYAR INININININIL
RNA polymerase

binds at promoter

& transcribes RNA \J/ \J/ \J/ \J \J \,
mRNA is translated l

into all three proteins
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Jacob e Monod chegaram a este modelo usando mutantes
e ensaios de complementacao

* Diplodides transitorios
(merodiploides) com a insergao
de um plasmideo F'com genes do
operon lac

* Diferentes combinacoes de
mutacoes no cromossomo e no F*

» Determinacao de fatores cis e
frans, dominantes ou recessivos




Jacob e Monod chegaram a este modelo usando
mutantes e ensaios de complementacao

—_— * Mutacao no operador
(LacO¢)
T ,' Repressor cannot bﬁ\c: >LaCI néO Se I|ga
¢ to mutant operator . . .
1 E » EXxpressao constitutiva, ou
I > E— . ™ .
NIAVAVAIAY 7&71\@&7&?2 §eja, mesmo na auséncia de
- oierator l iIndutor

» Cis-dominante:

—Nao pode ser complementada
WY Y por outra molécula de DNA

Operon is transcribed
and translated l



Mutacoes constitutivas no repressor Lacl

— N
* Mutacao que faz
| repressor ndo ligar no
dotecte reprossor tha DNA
T does not bind to operator
—
NN OOV .
| * frans-recessiva
Operon is transcribed » Pode ser complementada se o
and translated l gene lacl selvagem estiver em

RSP PR PP outra molécula de DNA



Operon /ac tem mais um nivel de regulacao:

» E. coli prefere usar glicose como fonte de carbono e
energia

* Quando ha glicose no meio, a regulacao negativa se
sobrepoOe a inducao pela presenca de lactose

* Portanto se ha tanto glicose quanto lactose no meio, o
operon /ac nao € induzido.




Se houver glicose no meio, ndo ha sintese de
B-galactosidase mesmo na presenca de lactose

* Quando glicose esta presente, a célula tem

niveis baixos de cAMP Repressed D ok s

»Repressao catabolica INNFNINININ. /7 7
« cCAMP e o co-indutor da

proteina ativadora CAP/CRP \ @

O Active
Inactive activator
activator (CRP)

o

Inducer
(cCAMP)
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Outros repressores e
ativadores podem ter
atividade controlada
por pequenas
moleculas

Quatro

possibilidades de
mecanismos

INDUCTION

NEGATIVE CONTROL
\ 4
A
Y
| | — o
Repressor nactive
@ repressor
Inducer
REPRESSED INDUCED

POSITIVE CONTROL

s, s SED

Y

RNA polymerase

|

Inactive I Active

activator activator

Inducer

REPRESSED INDUCED

REPRESSION

mm@m

\j

Inactive
repressor

INDUCED
>

o

Active
repressor

Corepressor

REPRESSED
>

mm

v @
Active Inactive
activator @ activator

Corepressor

INDUCED REPRESSED
> >




Exemplo de regulacao:
Percepcao de Quorum e Viruléncia

* O indutor € sintetizado pelas
proprias bacterias e se acumula no

meio, ativando a transcricdo de Tron At "“-;','i‘g‘;f;ﬁf,_']sm
genes-alvo quando a populacao é
grande © o
* Regulacao de diversos fatores de
viruléncia
» alvos para drogas anti-infectivas, "o transcription transcription
~ _ . P r of target gene of target gene
nao bactericidas ou bacteriostaticas e
como o0s antibioticos © = autoinducer (AHL)
B =R protein

» Menor possibilidade de aquisicao de
resisténcia
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