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O lifestyle INFLUENCIA...

Mycobacterium Pseudomonas

endossimbionte vida-livre

Qual dessas duas bactérias tem um sistema mais complexo de
regulacao génica?
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TRES ESTAGIOS FAZEM PARTE DA SINALIZACAO:
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COMO OCORRE O CONTROLE DA
EXPRESSAO EM PROCARIOTOS?
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VALE A PENA LEMBRAR QUE EM
PROCARIOTOS...

Ribosome Binding Site

Transcricao e traducao simultaneas...Dai a importancia do
controle de expressao durante a transcricao!
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DUAS REGIOES DETERMINANTES PARA O INICIO
TRANSCRICAO

PROMOTOR

Alta afinidadade pela

holoenzima — RNA polimerase
+ fator sigma 3

_mgtagﬁes nesta sequéncia mutag¢des nesta sequéncia
diminuem a taxa de formacao diminuem a taxa de formacéo
do complexo fechado do complexo aberto

Sequéncias com menor afinidade mais precisamente reguladas
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FATORES SIGMA
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Numero de RNA polimerase é limitado.. .4,000-5. 000 genes
nas células gera competicao!

Um gene pode ter mais de um promotor com afinidade
diferentes por fatores sigmas!
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ATIVADORES X REPRESSORES X INDUTORES
X CO-REPRESSORES

Fatores de transcricao ou TFs sao proteinas que se ligam ao DNA de células
eucarioticas para permitir que haja uma ligacdo entre a enzima RNA-
polimerase e o DNA, permitindo assim a transcricdo e a futura traducao.
Qualquer proteina necessaria para o inicio da transcricao, mas gue nao seja
parte integrante do RNA polimerase

Usa-se o termo reguladores: proteinas que podem
agir ativando ou reprimindo a expressao com a
ajuda ou nao de pequenas molecular nao
proteicas



CLASSES DE ATIVIDORES

a Class | activation

Reorientation of binding sites



CLASSES DE REPRESSORES




SISTEMA LACZ - SISTEMA MODELO...
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ECONOMIA E TUDO...
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SAO DOIS SISTEMAS INDEPENDENTES DE CONTROLE!
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CONTROLE POS TRANSCRICIONAL
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sRNA E SUAS DIVERSAS FUNCOES
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RNAase

Controle da expressao
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COMO OCORRE O CONTROLE DA
EXPRESSAO EM EUCARIOTOS?
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O GENOMA E O MESMO...0 QUE MUDA
SAO OS GENES EXPRESSOS EM CADA
TECIDO.
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Muito mais complexo o controle da expressao génica em
eucariotos:

 compartimentalizacao do processo;

e diferenciacao celular nos organismos pluricelulares.

Fluxo
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Figure 8-23 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)




= EM EUCARIOTOS ...
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ETAPAS NO CONTROLE DA EXPRESSAO

inactive mRNA
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2 3
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Figure 8-3 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

Etapa - controle da transcricao é majoritaria!



VARIAS RNA POLIMERASES!

RNA polimerase | Pré-rRNA
RNA polimerase |l MRNA, snRNA, siRNA, miRNA
RNA polymerase Il tRNA, 55-rRNAsn RNA u6, outros

pequenos RNA estaveis

RNA Pol IV and V in Gene Silencing: Rebel Polymerases
Evolving Away From Pol II's Rules

Ming Zhou' and Julie A. Law'"
'Plant Biology Laboratory, Salk Institute for Biological Studies, La Jolla, CA, 82037, USA



SEQUENCIAS REGULATORIAS DA TRANSCRICAO

R e e [ W =

doi:10.1038/nrg3163




REGIAO PROMOTORA

Primeiros estudados — virus e genes housekeeping — TATA box mais comum??
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Aumento a forca de ligacao por fatores de transcricao!



FATORES DE TRANSCRICAO

Proteinas que se ligam ao DNA de células eucarioticas para
permitir que haja uma ligacao entre a enzima RNA-
polimerase e o DNA, permitindo assim a transcricao. Qualquer
proteina necessaria para o inicio da transcricao, mas que nao
seja parte integrante do RNA polimerase.

Sequéncias regulatdrias x Reguladores transcricionais
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Figure 8-4 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)
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Muito sitios de contato... a uniao faz a forca!!!

Geralmente dimeros —aumento o numero de sitio que
podem se ligar!!



FATORES DE TRANSCRICAO COMO
ATIVADORES E REPRESSORES

* Geralmente acao a distancia;
* Ajuda a associacao dos fatores gerais de transcricao e RNApoll;

 Modelagem da cromatina.

TF | - proteinas que sdao imprescindiveis para a ligacdo a RNA-polimerase |,
responsaveis pela transcricao de genes que resultam em RNAs ribossomais.

TF 1l - proteinas que sao imprescindiveis para a ligagio a RNA-polimerase II,
responsaveis pela transcricao de genes que resultam em RNAs mensageiros.

TF Il - proteinas que sdao imprescindiveis para a ligacdo a RNA-polimerase llI,

responsaveis pela transcricdio de genes que resultam principalmente em RNAs
transportadores.
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Figure 8-5 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



MODELO ACEITO PARA O USO DAS SEQUENCIAS REGULATORIAS!

eucaryotic
: activator protein
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RNA polymerasell

\ -D
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Figure 8-10 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)



ETAPAS NO CONTROLE DA EXPRESSAO

NUCLEUS
DNA transcript mRNA
1
transcriptional RNA
control processing

control

Figure 8-3 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

CYTOSOL

RNA
transport
and
localization
control

mRNA
degradation 4
control

~
translation 5 protein
control activity | Z
e a Inactive
v 6 protein
protein
active <
protein &

O controle pds-transcricional abrange varias etapas!



A estabilidade do RNA é altamente dependente de proteinas!

Histone pre-mRBNA

Telomerase

U7 snBNP

Chromatin
compaction

NUCLEUS
- NUCLEAR
CYTOPLASM

aa-tRNA x k Active translation

synthetase
m icroRNPK_\

cEF1A @ @
AN

microRNP mediated
suppression of translation

doi: 10.1016/j.cell.2009.02.009



OS RNAs NAO ESTAO SOZINHOS!

Interdependéncia de proteinas e RNA!!!!

Termo correto: hnRNP e mRNP
“heterogeneous nuclear
ribonucleoproteins”

Abundantes tanto quanto histonas!!!
doi: 10.1038/nrm760



PROCESSAMENTO DO RNA

Durante a transcricao as modificacbes que podem ocorrer
nos transcritos nucleares sao basicamente de trés tipos:

— Capeamento ("capping") do terminal 5';
— Poliadenilacao do terminal 3';
— Montagem de segmentos codificadores ("splicing").

Este conjunto de modificacdes no transcrito nuclear originara
o mRNA, pronto para migrar para o citoplasma.




No RNA transcrito ha sequéncias que
sinalizacao para seu processamento!!

Transcription Start Poly(A) Signal

l 1

MRNA | BRI Coding Region 3' UTR Poly(A) tail
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CAPEAMENTO 5’

7-metilguanosina

5" end do transcrito
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Logo apos a transcricao, APROXIMADAMENTE 25 pb nascentes "J’,..
ha a ligacao de 7-metilguanosina ao primeiro nucleotideo 5’ 1”( VJ
do transcrito de RNA. cHy r\"

FUNCOES: ;
. Proteger o transcrito do ataque de 5’ exonucleases ;

. Facilitar transporte para citoplasma;

. Auxilia o encaixe dos ribossomos no mRNA.



POLIADENILACAO

ApOs o término da transcricao — clivagem terminal do RNA,;
Adicao de cerca de 200 residuos de adenilato (AMP)

FUNCOES:

. Facilitar transporte para o citoplasma;
. Estabilizar o mRNA;

. Facilitar a traducao.

10-30 <30
nucleotides nucleotides
[ | I |
- AAUAAA CA| GU-rich or U-rich
1 CLEAVAGE
- AAUAAA CA{OH| GU\-rich or U-rich
‘ degraded in
the nucleus
; Poly-A
iADDITION
- AAUAAA CAIAAAAA ---AlOH
~250

Figure 6-37. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



SPLICING
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sequences required for intron removal

5’ 3I

. ‘ | portion of a
- - - AG GURAGU - -\ \- - YURAC----YYYYYYYYNCAGG - - - primary transcript
exon 1 intron exon 2
INTRON REMOVED
5’ 3’ .
—— AG|G v portion of

mRNA
exon1 exon2

Figure 7-19 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

Sequéncias especificas e snRNA (small nuclear
RNA - pequenos RNA nucleares) auxiliam junto
a proteinas (RPN) na retirada do introns



ISOFORMAS DE PROTEINAS

Gene
A

1 1
Promotor Terminador
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 5

Intron 1 Intron 2 Intron 3 Intron 4

t.,"EP
. e . Transcricao
Transcrito primario {} 0 ¢

“Evolution can seek new solutions without
destroying the old ... the genetic material does not

have to duplicate to provide a second copy of an
essential gene in order to mutate to a new

function.” Walter Gilbert
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SPLICING ALTERNATIVO GERANDO DIVERSAS PROTEINAS

,_> Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon4 Exon 5
RNA A0 0 330 a g iiiaaay L0408 0 11 aaaaaa s
l Processamento alternativo l
+
1 2 3 4 5 1 2 4 5 1 2 3 5
mRNA

Proteina A Proteina B Proteina C

Para proporcionar uma enorme diversidade de proteinas em eucariotos
superiores 0s spliceossomos devem n&o somente catalizar o splicing com
grande precisdo mas também exibir um alto grau de flexibilidade permitindo uma
rapida resposta ao sinais regulatorios.



Sequéncias chaves para o controle do splicing ...

Branch Polypyrimidine

5'splice site point tract 3'splice site
Metazoan | Exon IYURA) i 7
Yeast | Exon
’ L]
 5°SS;

Branch point — sitio de ligacao de varios snRNP;
Sequencias ricas em pirimidinas;
3’SS;

Mas como ocorre?

Doi: 10.1016/j.cell.2009.02.009
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doi: 10.1016/j.cell.2009.02.009



E muita proteina envolvida!!!

Spliceosome components

== RNA-RNA, RNA-proteina e proteina-
s st proteina regem o processo alternativo do
~(13§mp|e)fA - p— ~65 proteins RNA!!
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EXPORTACAO DO mRPN
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Daniel Zenklusen, Frangoise Stutz*




THE CAP-TO-TAIL GUIDE
TO mRNA TURNOVER

Carol J. Wilusz*, Michael Wormington*' and Stuart W, Peltz*
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ETAPAS NO CONTROLE DA EXPRESSAO

NUCLEUS

1 2

transcriptional RNA
control processing
control

Figure 8-3 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)
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ETAPAS DA TRADUCAO

ICIACAO ALONGAMENTO TERMINO
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Maior diferenca eucarioto x procarioto — inicio da traducao

Eucariotos — inciacdao dependente de fatores de iniciacao - eFl



O controle do inicio da traducao é de vital
importancia para o controle traducional...
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doi: 10.1016/j.cell.2009.01.042



ESTRUTURA DO mRNP E O CONTROLE
TRADUCIONAL

ARE




A funcao de uma proteina esta ligada a sua
correta localizacao subcelular e estrutura

" Nature Reviews | Genetics

doi:10.1038/nrg1113



omo a célula “sabe” para onde uma
determinada proteina deve ser
direcionada??




Sequéncia-Sinal ou Peptideo-Sinal

Sequéncias especificas de residuos de aminoacidos
como parte de sua estrutura primaria

Responsaveis pelo enderecamento da proteina para
um determinado compartimento celular

Gulnter Blobel ClO'VOPWO’

Nobel em 1999 ? >
- nucleo-
? ?
Reticulo-




TABLE 12-3 Some Typical Signal Sequences

FUNCTION OF SIGNAL SEQUENCE EXAMPLE OF SIGNAL SEQUENCE

Import into nucleus -Pro-Pro-lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val-

Export from nucleus -Leu-Ala-Leu-lys-Leu-Ala-Gly-Leu-Asp-lle-

Import into mitochondria *H,N-Met-Leu-Ser-Leu-Arg-Gln-Ser-lle-Arg-Phe-Phe-Lys-Pro-Ala-Thr-Arg-Thr-
Leu-Cys-Ser-Ser-Arg-Tyr-Leu-Leu-

Import into plastid *HyN-Met-Val-Ala-Met-Ala-Met-Ala-Ser-Leu-Gln- Ser-Ser-Met-Ser-Ser-Leu-Ser-
Leu-Ser-Ser-Asn-5er-Phe-Leu-Gly-Gln-Pro-Leu- Ser-Pro-1le-Thr-Leu-Ser-Pro-
Phe-Leu-Gln-Gly-

Import into peroxisomes -Ser-lys-Leu-COO™

Import into ER *HaN-Met-Met-Ser-Phe-Val-Ser-Leu-Leu-Leu-Val-Gly-lle-Leu-Phe-Trp-Ala-Thr-
Glu-Ala-Glu-Gln-Leu-Thr-Lys-Cys-Glu-Val-Phe-Gln-

Return to ER -Lys-Asp-Glu-Leu-COO~

Some characteristic features of the different classes of signal sequences are highlighted In color. Where they are known to be Important
for the function of the signal sequence, positively charged amino aclds are shown In red and negatively charged amino acids are shown
in green. Similarly, important hydrophobic amino acids are shown In yellow and hydroxylated amino acids are shown In blue. *HyN
Indicates the N-terminus of a proteln; COO™ Indicates the C-terminus.




Modificacoes pos-traducionais
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mRNA editing

Overview of Post-Translational Modifications (PTMs), Jared Snider. http://www.piercenet.com



Modificacoes pds-traducionais
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ESTUDO DIRIGIDO

1. Conceito de transducao de sinal;

2. Controle da expressao em procariotos x eucariotos;

3. Relevancia do inicio da transcricdo em procariotos (fatores sigma);
4. Degradacao de RNA como mecanismos de controle em procariotos;
5.Entender as etapas do controle da expressao em eucariotos;

6.Papel das proteinas no controle de expressao génica em eucariotos;
7.Direcionamento de proteinas;

8.ModificacOes das proteinas apds a traducao.

Leitura recomendada: P—

Fundamentos da Biologia Celular
Albert Bruce
Capitulo 8 —Controle da expressao genica

Genética Molecular Basica: Dos Genes aos Genomas
Carlos F.M. Menck & Marie-Anne Van Sluys
Capitulos 6 e 7




