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As informacoes do genoma devem ser expressas

como, onde e quando cada um dos genes
€ necessario

|

Transcritoma

Conjunto de todas moleculas de RNA (transcritos)
de uma celula, tecido ou organismo em uma dada
condicao, em um dado instante



Control of transcription initiation: used for most genes

Local structure of the gene is changed
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General transcription apparatus binds to promoter
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RNA is modified and processed:
can control expression of alternative products from gene
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mRNA is exported from nucleus to cytoplasm
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mRNA is translated and degraded

Controle da expressao génica
em eucariotos

Ativacao da transcricao
» remodelamento da cromatina
» Inicio de transcricao

Processamento e transporte do
RNA

Traducao e degradacao do RNA

Mecanismos pos-traducao

» estabilidade, transporte e modificacdo
de proteinas



Regulacao da transcricao

* Proteinas que se ligam ao DNA:
» Ativadores
»Repressores

« Remodelamento da cromatina
» DNA tem que estar descondensado para que a transcricao ocorra




Proteinas
envolvidas na
ativacao da
transcricao em
eucariotos
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Proteinas envolvidas na ativacao da transcricao em eucariotos

* Proteinas que fazem modificacao/remodelamento de
cromatina

* Fatores de transcricao basal
» Requeridos para todos os promotores

» Ativadores
» ligam DNA (seq. ativadoras ou enhancers)

» transcricao so inicia quando estao presentes
» modulam frequéncia de inicio da transcricao

» Co-ativadores
» nao ligam DNA
» Interacoes proteina-proteina




Cromatina deve
estar relaxada
para que ocorra a
transcricao

short region of
DNA double helix

“beads-on-a-string”
form of chromatin

30-nm chromatin
fiber of packed
nucleosomes

section of
chromosome in
extended form
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Figure 5-24 Essential Cell Biology, 2/e. (© 2004 Garland Science)



Como a cromatina se modifica para
expor o DNA?

 Fibras de 30nm sao transcricionalmente
Inativas

* Nucleossomos
» Inibem a transcricao
» Bogqueiam acesso da RNAP ao promotor
» Dificultam o elongamento da transcricao

J

» + Nucleossomos precisam “abrir passagem’
para o complexo de transcricao

Figure 23-50 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons




Nucleossomos e aparato
de transcricao sao =
mutuamente excludentes il on”
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Remodelamento da Cromatina

Heterocromatina Eucromatina
DNA transcricionalmente DNA acessivel a maquinaria
silenciado de transcricao
Heterocromatina Complexos coativadores Eucromatina
Perda de H1 % % %
Nucleossomo Modificacdes de histonas
— (como acetilagdo,
DNA f{ | | | fosforilacdo e desmetilagao

Histona -1 - =
Desacetilacao, desfosforilacao
e metilagdo de histonas
Complexos correpressores %

N1/

Modificacoes nas histonas




Histonas podem ser modificadas e
modular a transcricao

= H2B
. o~ H3
» Favorecem transcricao c-TERAM
» Acetilacao H2BK12}
- Fosforilagéo o-TERM = TR 7

* Inibicao da transcricao

* Metilacao
. ® acK = acetyl lysine K
(favorece heterocromatina) O mef = methyl arginine
® meK = methyl lysine

W pS = phospho serine
B uK = ubiquityl lysine



Modificacoes pos-
traducao em histonas

Realizadas por enzimas de
remodelamento da cromatina

Alteram a carga positiva liquida das
histonas

Criam dominios de reconhecimento

por outras proteinas
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Modificacao de histonas

« Eventos essenciais no remodelamento da cromatina e, portanto,
na expressao génica

* Localizada (promotores) ou em vastas regides do cromossomo
* Acetilacao (K), Metilacao (K, R), Fosforilacao (S, T)
 Varios sitios (principalmente H3 e H4; H1)

» Atividade de modificacao pode estar associada a complexos de
ativadores de transcricao




Remodelamento da
Cromatina

Remodeling complex
Octamer is displaced

» Reorganizacao dos nucleossomos para

| ATP === ADP + P ativacao da transcricao
W  Processo ativo
\ » quebra de ATP
N~
_J :
Factors and RNA « Grandes complexos proteicos

polymerase bind

LT,

envolvidos




Promoter Terminator

Nucleosome assembled at specific location

RNA polymerase transcribes up to terminator

Nucleosome is found at new position

Transcricao desloca
nucleossomos

« Remodelamento:
»Nucleossomos saem e
voltam para posicao
ligeiramente diferente



A cromatina € dinamica

Euchromatin 1 Heterochromatin

Bivalent domain HP1, HMTs
I 1 NuRD HDMs ‘

complex

Melhylated CpG § m
Nucleosome  'Unmethylated CpG  esBAF complex ‘m5
ONMTID
DNMTs

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

Muitas proteinas diferentes participam do remodelamento



Como a célula pode regular seu transcritoma?




Sinais que modulam a expressao génica
em céelulas eucarioticas

* Hormonios »Alteragdes nutricionais

* Neurotransmissores . Alteracdes ambientais

» Fatores de crescimento (ex: temperatura)

» Fatores de diferenciacao * Luz

celular » Toque mecanico

 Contato célula-célula e e outros. ..

 Odores




Ativadores de transcricao

» Ligam DNA (sequéncias ativadoras/enhancers)
* Transcrigao so inicia quando estao presentes

* Modulam frequéncia de inicio da transcricao

e Estrutura modular: varios dominios —activation
e Podem |igar moléculas - _-DNA-binding
sinalizadoras 0 ) )

DNA-binding site

* Podem sofrer modificacao pés-traducionél




Ativadores e outros componentes necessarios
para o inicio da transcricao da RNAP I

—

chromatin
remodeler

RNA polymerase I




Como os fatores de transcricao sao “escolhidos”
para ativar a transcricao?

c’g‘::; Fos/Jun ATF3 CREB C/EBP
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Transcrigao

Controle da atividade v Ativa
de ativadores de presenca

DN

transcricao

DN

Fosforilagao ou
desfosforilagao
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Vias de transducao de sinais

* Um sinal recebido por um receptor € transmitido a outros
componentes celulares

* Resulta numa resposta ao sinal recebido
» Modificacao de proteinas, geralmente por fosforilagao
» Interacoes proteina-proteina ou proteina-moleculas pequenas
» Modulacao da expressao génica

* Pode ter varios passos intermediarios
* Resposta permite a adaptacao da celula ao sinal




Via da PKA ativa o
fator de transcricao
CREB por fosforilacdo

Glucagon ativa
transcricao da PEP
carboxiguinase

©
Ligantessinaliz%ore? O G|ucagOn

Qe 09O
l Adenilil ciclase
Membrana Proteina G
plasmatica
|
Receptor :
transmembrana R
Subunidade
reguladora l
de PKA Subunidades
cataliticas de
. PKA ativa
Citoplasma

DNA

p |
Gene-alvo CBP-p300/ 'CRE



Via da PKB desativa o
fator de transcricao
FOXO1 por fosforilacdo

HNF-4a

-~ FosiJun ATF3 CREB C/EBP

2 HNF-1

SREBP-1 RAR SREBP- “ @ v X‘
PPARy2 HNF-38
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Figure 15-22
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



Receptores de hormonios esteroides
sao ativadores de transcricao

* Hormonios hidrofobicos
_

atravessam membrana plasmatica
e se ligam ao receptor

Receptor Consensus sequence bound*
o
Receptor tranSIOcadO para O Androgen GG(A/T)ACAN,TGTTCT
nucleo, onde | Iga HRE Glucocorticoid GGTACAN,TGTTCT
. | Retinoic acid (some) AGGTCAN,AGGTCA
Nucleus Vitamin D AGGTCAN,AGGTCA
Cytoplasm f:‘r“eg;e‘:t g:"ds Thyroid hormone AGGTCAN,AGGTCA
sites on chromatin, RX' AGGTCANAGGTCANAG
S activating mRNA GTCANAGGTCA
il transcription
, receptor / *N represents any nucleotide.
TForms a dimer with the retinoic acid receptor or vitamin D receptor.
® — Aty ki
\ \ """ i it e
Steroid :

hormone.
Hormone-receptor

complex enters nucleus




Ativacao de um

B
MYRF

Transcription
factor domain

ICA domain

ER lumenal

fator de
transcricao por

nedited @ N-omingl protedlise

* myelin regulatory
factor, MYRF

* Mielinizacao de
céelulas do
sistema nervoso
central

Transcription of myelin genes

https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1001624.9g006



https://doi.org/10.1371/journal.pbio.1001624.g006

Como os enhancers ativam
0S promotores certos?

* Se 0s enhancers ficam longe dos genes, eles poderiam
interferir na reqgulacao da transcricao de genes em
gualquer posicao

* [nsulators ou isoladores

»sequéncia no DNA que liga proteina e impede a comunicacao
cruzada entre os promotores que sao ativados por fatores
ativadores comuns.




|Isoladores e proteinas que se ligam a isoladores

O isolador impede a comunicagao cruzada
entre os reguladores dos promotores A e B.

DESLIGADO <« Promotor B mm Promotor A — LIGADO
B B i

Regido Sitios Sitios ativadores Regido
codificadora ativadores do e proteinas ligadas codificadora
do gene B promotor B do promotor A do gene A

Sitio do isolador
e proteina ligada
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promoter enhancer insulator promoter

enhancer insulator promoter enhancer

Copyright © 2008 Pearson Education, Inc., publishing as Pearson Benjamin Cummings.
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Mais uma camada de regulacao:
Epigenética

* Modificacoes herdadas, mas que nao alteram a
sequéncia do DNA

» metilacao do DNA
» manutencao da heterocromatina




Methylated allele Nonmethylated allele
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Metilacao pode controlar a transcricao

* Promotores metilados podem ser mais ou menos
ativos

» geralmente menos ativos

* Metilacao pode bloquear efeito de enhancers




Imprinting

* Alelos herdados do pali

Igf2 ICR H19 Enhancer ~ A .
N IR IR TR TR T ou mae tém atividade
diferente
Paternal allele
| | Me |
ACTIVE Me INACTIVE

* ICR: (imprinting control locus)
Maternal allele * impede agao do enhancer em

INININININ\ININININ |gf2 quando nao metilado

INACTIVE ACTIVE




Metilacao de DNA e histonas se relacionam

* Eventos de metilacao de DNA e histonas sao
caracteristicos de heterocromatina

* Metilacao de H3 recruta DNA metilase

* [lhas CpG metiladas sao alvos de metilases de
histonas

* De modo geral, metilacao leva a inativacao da
expressao




Alem do inicio de transcricao, regulacao
tambem pode se dar nos niveis de:
* Escolha das variantes de splicing e de poliadenilacao
alternativas

* Transporte do mRNA para o citoplasma

« Estabilidade do mRNA
» RNAs regulatorios: miRNA, sRNA

 Taxa da traducao
» Estabilidade/degradacao da proteina

» Controle da atividade da proteina
» modificacoes pos-traducionais
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Inicio de transcricao e a estrutura da
cromatina sao relacionados

* Regioes de eucromatina sao mais acessiveis

» Ativadores de transcricao podem ser modificadores de
histonas, alterando o padrao de condensacao da cromatina

 Complexos de remodelamento podem ligar RNA polimerase
(pode ser considerados co-ativadores)




Co-ativadores

* Intermediarios entre ativadores e complexo de
Iniciacao

* Nao ligam DNA

* Interacoes proteina-proteina

« Complexo mediator

» 20 a 30 polipeptideos
» podem atuar junto a repressores de transcricao




Estados da cromatina

 Heterocromatina
» altamente condensada
» Inativa
» metilacao de DNA e histonas LD, _ ,,
. . N .~ . Par S - SAr
» constitutiva (centrOmeros, regioes repetidas, s eswramain, teterochromain, i

mitochondria, RER-rough endoplasmic reticulum,

etC) G-golgi complex
» condicional (tipo celular/fase do ciclo)
* Eucromatina

» menos condensada (nucleossomos se mantém)
» transcricionalmente ativa




Acetilacao de histonas

» Acetiladas apos sintese, desacetiladas quando formam
nucleossomo

* Acetiladas novamente para ativagao do promotor
« g-amino de lisinas (+ =2 -)

» Diminui afinidade pelo DNA
- descondensacao da cromatina




Acao dos complexos de remodelamento

Nucleosomes Spacing Nucleosome
slide | is di
adjusted is displaced

Qi
TINES

Sequence Spacing Gap of

changes becomes free DNA
position even




Desacetilacao/repressao

 Em linhas gerais:
»Acetilagao esta -

/" Ume6
\(DNA-binding
\;\‘ p %

relacionada com VRS )
& o~ R
regioes

transcricionalmente k) ]D ,D )

ativas

»Menor condensacao | FD




HNF-4a Fos/Jun ATF3 CREB C/EBP

COUP-TF
HNF-1
SREBP-1 RAR SREBP-1 \“ . " x

PPARy2 l l HNF-38 . l Fos/Jun RNA
HNF-38 = ‘, C/EBP ¢ /:/( / NN
FOXO1 4 Pol ;
DNA |dAF2| dAF1 P2 | P1 | CRE [TATA|

-1500 -300 ~——__ _(TBP )+1
TFIIH

Gene da PEP carboxiquinase (gliconeogénese)

Transcription factors Response elements and regulatory

FOXO1 forkhead box other 1 binding sites in promoter

PPARy2 peroxisome proliferator-activated receptor y2 dAF2 distal accessory factor 2

HNF-38 hepatic nuclear factor-38 dAF1 distal accessory factor 1

SREBP-1 sterol regulatory element binding protein-1 SRE sterol regulatory element

HNF-4a hepatic nuclear factor-4a AF1 accessory factor 1

COUP-TF chicken ovalbumin upstream AF2 accessory factor 2
promoter-transcription factor GRE glucocorticoid regulatory

RAR retinoic acid receptor element

GR glucocorticoid receptor TRE thyroid hormone regulatory

T3R thyroid hormone receptor element

C/EBP CAAT/enhance binding protein CRE cAMP regulatory element

HNF-1 hepatic nuclear factor-1

NF1 nuclear factor 1

ATF3 activating transcription factor 3 U m g e n e po d e Se r

CREB cAMP regulatory element binding protein

NFxB nuclear factor kB

TBP TATA-box binding protein CO n tro I a d O p O r

Med. mediator

FT::‘I: 15-2;ranscription factor IIH m L’J Iti pIOS ativad OreS d e

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition

© 2008 W. H. Freeman and Company t ra n S C ri Qé O
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