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Choque térmico (Heat Shock)

e Aumento brusco de temperatura
— desnaturacao de proteinas
— mudancas na fluidez de membrana

— alteracao na estrutura secundaria de acidos
nucleicos

* Resposta universal ao choque térmico:

— Aumento transitério da expressao de proteinas de
choque térmico (HSPs)

— Controle geralmente no nivel de transcricao
— Permite que a célula lide com o estresse



Proteinas de Choque Térmico (HSPs)

e Chaperones moleculares

— Renaturam proteinas desnaturadas ou as
protegem da desnaturacao

— GroEL (Hsp60), DnaK (Hsp70), ClpB

— Degradam proteinas irremediavelmente
desnaturadas

— Lon, HtrA,FtsH

e Existem em niveis baixos nas células em condicoes
normais de temperatura



A resposta ao choque térmico é transitoria

Choqgue térmico (30> 42°C)
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Fator sigma 32 (o32 ou RpoH) de E. coli

Exemplo de como uma mudanca nos niveis de
um fator sigma leva a uma mudanca na
expressao génica

e Niveis de o32aumentam cerca de 20x no HS
(chogue térmico)
e Regulacao é poés-transcricional:
— Aumento da traducao do mRNA de rpoH
— Diminuicdo da degradacdo da proteina o>
— Transcricao do gene rpoH praticamente nao varia



Regulacdo da sintese de o632
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Regulacdo da sintese de o632
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A protease FtsH degrada o3

bactéria selvagem mutante sem FtsH
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Transitoriedade da resposta
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Transitoriedade da resposta
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e As chaperones DnaK/Dnal recrutam o32 para ser
degradado pela protease FtsH

e Transcricao de genes com promotores reconhecidos
por 6’9 (housekeeping)



Transitoriedade da resposta
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 DnaK/Dnal se ligam a proteinas desnaturadas pelo
calor

e o3%fica livre para se ligar ao cerne da RNA polimerase
e ativar a transcricao de genes HS




Papel das chaperones DnaK e Dnal na
regulacao da resposta ao choque térmico

« S3o0 moduladores negativos da atividade do 32
— possuem atividade de anti-sigma
— sequestram o32 em temperaturas fisioldgicas (normais)

e Sao moduladores positivos da degradacao do ¢3?
pela protease FisH

— apresentam o2 para degradacao por FtsH em
temperaturas fisiologicas

DnaK e DnaJ sdo assim denominadas porgue foram
descobertas como necessarias para a replicacdo do DNA



Figure 1

rpoH
R pacie
C mRMNA
{L <|l l Heat shock I
—_ - Active
mRNA
JL \V4
Unfolded » </—=— Folded
oa2 proteins proteins
AN
RNAP —T"> Degradation
D Stability, activity )
RNAP- 032
promoter hsp genes
— e — . —
HSPs
FtsH, HslVU
Proleases CIpAP, Lon -——-"’
\.L:_I(:haperanes [ Dinak, J, GrpE ]=J)
Currant Opmion in Micrabiclogy

Regulatory circuits of the 632 regulon in

E. coli. Heat shock enhances the level of 632
both by activating translation of rpoH mRNA
and by stabilizing normally unstable 2. The
latter is thought to ocour by sequestering
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proteases} away from ¢32 by unfolded
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do Choque Térmico
regulado por ¢3?
em E. coli



Regulacao da resposta de Choque Térmico

- Excesso das chaperones DnaK/Dnad livres ligam e
Inativam o 032 na temperatura fisiologica.

- Protease FtsH degrada o 03%, chaperones DnaK e DnaJ
participam deste processo.

- A temperatura controla diretamente a velocidade de
sintese do 032 devido a estrutura secundaria no 5’ do
MRNA que esconde a SD (RBS) e se desfaz no CT.

- Proteinas desenoveladas no CT deslocam DnaK e Dnal
de suas funcdes regulatorias, liberando o 32 ativo para
transcrever os genes de CT.

- Assim, a sintese das chaperones e proteases aumenta,
para protecao das células na alta temperatura.



Promotores reconhecidos por 32
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Parte 2: outros modelos de
regulacao do choque térmico



Choque térmico extremo (E. coli)

e Temperaturas acima de 45°C

e QOutro fator sigma alternativo entra em acao:
— o (ou RpoE ou 62%)

— Parte da subfamilia dos fatores sigma ECF

 Resposta a proteinas desnaturadas no

periplasma (espaco entre as membranas de
bactérias Gram-negativas)



Regulacdo do fator 6t/o?%4: condicdoes normais
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OM: membrana externa; IM, membrana interna



Regulagdo do fator ot/c24

choque térmico extremo
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e Porinas (OmpC) sao desnaturadas Clpxpt

e Ativacao de proteases: DegS e RseP
e Degradacao do anti-sigma RseA
* o°F livre para interagir com o cerne da RNA polimerase

 Transcricio dos promotores dependentes de G*



Regulacao do fator ot/c?*
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e O fator 6t ndo é degradado (como no exemplo de 3?),
apenas inativado, a temperaturas normais.

e A protedlise do fator anti-sigma RseA no CT, libera of



A regulacao por fatores sigma é uma
regulacao positiva

Os fatores sigma aumentam a transcricao dos
genes de proteinas que irao proteger contra o
estresse térmico.

Ha exemplos de regulacao por repressao
da transcricao em outras bactérias:
CIRCE e HrcA



O sistema CIRCE/HrcA

HrcA € uma proteina repressora em condicdes normais de
temperatura

— Liga-se ao DNA e impede a transcricao de genes de CT

— HrcA é um fator de regulacao in trans

CIRCE é uma sequéncia repetida invertida no DNA
— Sitio de ligacao de HrcA
— CIRCE é um fator de regulacao in cis

Durante o choque térmico, HrcA é inativada e a transcricao dos
genes de choque térmico é induzida

Nao existe em E. coli



Controle negativo do choque térmico
por HrcA/CIRCE (Bacillus subtilis)
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Figura 17.3. A atividade do repressor HrcA depende das chaperones GroES/GroEL. MNa auséncia do
gstresse idérmico, o sistema GroES/EL comvane a proteina HroA para sua forma ativa. Hrioh liga-sa 4 repaticio
irvartida CIRCE que asta presents nos genes de chogue @mico. A gagao impede 0 acesso da holoanzima da
RMA polimerass, reprimindo assim a transcricio. Duramnte o aumento da tomparatura, proteinas desanoveladas
ligam GroES/EL, provocando a inativacao de HrcA, gue se dasliga de CIRCE. Atranscricdo dos ganas de choque
EEmMICco & ent&o induzida, levando a um acumulo da GroES/EL que ativa Hroh: asta sa liga a CIRCE, desligando
a transcricao dos operons de chogue t@rmico dependantes do sistema CIRCEMrcA.



O repressor HrcA € inativado no choque térmico
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O repressor HrcA € inativado no choque térmico

Proteinas
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* As proteinas desnaturadas pelo calor ocupam GroEL/GroES

e HrcA fica desnaturada e nao se liga ao DNA

* QOcorre a transcricdo dos genes de choque térmico pela RNA
polimerase ligada ao fator sigma A (principal)



O repressor HrcA € inativado no choque térmico
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Regulacéo do choque termico em eucariotos

HSP70/ HSP90

MRNA HSPs

HSF = fator de transcricdo de choque térmico,
Inibido em temperaturas normais por HSP70/HSP90

HSE= elemento de choque téermico no DNA, sitio de ligacao do
HSF (repeticao GGATTC)

HSF é ativado por fosforilacao durante o choque térmico



Choque Térmico:TRANITID_ | 2D

FIG. 3. Two-dimensional gel electrophoresis of heat shock proteins. Cells of CB15F were labeled for 10 min with [**S]methionine at 30°C
(A) or 5 (B), 15 (C), and 30 (D) min after temperature shift to 40°C. Cell extracts were subjected to isoelectric focusing (first dimension) with
a pH range of 5 to 8 and then SDS-PAGE (second dimension). Arrowheads indicate molecular size markers in descending order (65, 55, 45,
and 25 kDa).
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