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Bactéria Xylella fastidiosa — 2.7 milhdes bp

2,904 genes
Como 0s genes sao ativados ?
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i’ﬁ *Apenas uma fracdo dos genes é transcrito de forma constante
fad z

: |5 *Transcricdo da maior parte dos genes é regulada.
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Caracteristicas da regulacéao da
expressao génica

Procariotos:

@ Principalmente através da resposta direta a variagcdes nas
condicOes ambientais (genes ativados e reprimidos)

@ Transcricado acoplada com atraducéo (processos simultaneos)

Eucariotos multicelulares:

@ Células estao organizadas em tecidos e orgaos. Resposta direta
as variacoes nas condicdes ambientais é limitada. Resposta em
funcéo de sinalizacao hormonal.

@ Transcricdo ocorre em compartimento distinto da traducao
eliminando a possibilidade de acoplamento



Principais pontos de regulacao da
expressao génica
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Genes em procariotos sao regulados em
unidades transcricionais chamadas operons: conjuntos de
genes sob controle de uma regiao regulatéria comum

Proteinas

Proteinas
Repressoras

Ativadoras

RNA
Polimerase

Sitio de ligagao
Sitio de ligacao ' dorepressor
de ativador (operador)
DNA Promoter [/ A B C
\ y
\ / Genes transcritos como uma
Sequencias regulatorias da unidade Gnica l
transcricao — Y

mRNA policistronico
2 - 6 genes, até 20



Exemplos de operons em bactérias

e Genes de vias biossintéticas de aminoacidos
ex: operon Trp,

» Genes para utilizacao de diferentes substratos como fonte de carbono
ex: operons Lac, Ara

» Genes envolvidos em respostas celulares especificas
ex: operon SOS (Reparo de DNA)

RNA | Sitio de ligacao

Sitio de ligacao Pol do repressor
de ativador (operador)
DNA | [ [ Promoter /i | Ao | B | c
Genes transcritos como uma
Sequencias regulatorias da unidade tnica l
transcrigao Y e

MRNA policistronico



Expressao génica constitutiva

Genes com taxas de transcricao constante ao longo do ciclo
de vida da céelula X

Expressao génica regulada

Genes cuja transcricao é induzida ou reprimida em funcéo
de estimulos especificos



Caracteristicas de genes com expressao constitutiva

Nivel de transcricao aproximadamente constante na célula:
* proteinas estruturais (ex. citoesqueleto)

» enzimas de vias metabdlicas (ex. Ciclo do acido citrico)

—35 region =10 region ,l, RMNA start site
UP element TTGACA Nqr TATAAT N:- g

mRNA \ U\

» (Procariotos) Taxa de transcri¢cao de genes constitutivos € dada pela

alta afinidade da ligacao da RNA polimerase (holoenzima) a regiao promotora

» (Eucariotos) a transcricao basal também depende da presenca de fatores de

transcricao



Mecanismos basicos de regulacao da
transcricao em procariotos

Regulacao negativa
(uma proteina repressora ligada ao DNA inibe a transcricao)

Regulacao positiva
(uma proteina ativadora ligado ao DNA facilita a transcricéo)

Em ambos os casos, a afinidade do ativador/repressor pelo DNA
é modulada pela interagcdao com moléculas sinalizadoras




Promotores sao reconhecidos pela RNA polimerase
atraveés de sua subunidade sigma




Promotores de genes bacterianos
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Fatores sigma alternativos



E. coli possui 7 fatores sigmas

Holoenzyme
o subunit Kq (nw) Molecules/cell* ratio (%)* Function
570 0.26 700 78 Housekeeping
o4 0.30 110 8 Modulation of cellular nitrogen levels
38 4.26 <1 0 Stationary phase genes
32 1.24 <10 0 Heat shock genes
528 0.74 370 14 Flagella and chemotaxis genes
24 2.43 <10 0 Extracytoplasmic functions; some heat shock functions
518 1.73 <1 0 Extracytoplasmic functions, including ferric citrate transport

Source: Adapted from Maeda, H., Fujita, N., & Ishihama, A. (2000) Nucleic. Acids Res. 28, 3500.

Note: o factors are widely distributed in bacteria; the number varies from a single o factor in Mycoplasma genitalium to 63 distinct o factorsin Strepto-
myces coelicolor.

*Approximate number of each o subunit per cell and the fraction of RNA polymerase holoenzyme complexed with each o subunit during exponential
growth.The numbers change as growth conditions change. The fraction of RNA polymerase complexed with each o subunit reflects both the amount of

the particular subunit and its affinity for the enzyme,

Table 26-1
Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
£ 2008 W.H. Freeman and Company

Em geral existe um sigma principal (“housekeeping”) e sigmas
ditos “alternativos”



Sigmas reconhecem diferentes sequéncias
consenso dos elementos -10 e -35 de promotores

LIRS DR Sigma Factors of E, coli

Siema
Factor Promoters Recogmized Promoter Consensus

— 35 Region — 10 Region
o’ Muost genes TTGACAT TATAAT
ot Genes mduced by hear shock TCTONCCCTTOGAA COCCCATINTA
ot Genes tor monlicy and chemoraxis CTAAA CCGATAT
o'® Genes for stanonary phase and stress response - ¥

=24 Region =12 Region
' ol Genes tor nitrogen metabolism and other funcrions CTGONA 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. |. Chamberlin, 1989, Proc. Nat'l Acad. Sci. USA 86:830; R. Hengge-
Aronsis, 1996, Mol. Microbiol, 21:887.



Number of Genes Regulated by Sigma Factor(s) (Sigmulons)
1,600 1

1,250 1
1.000 4

750 1

Mumber of Genes

(R - (EE A A
24 28 32 38 54
Sigma Factor Name

Sigma Factor Name Number of Genes

12 70

Sigmalg 5H

Sigmaz24 117
Sigmaz28 73H

Sigma32 110
Sigma38 135
Sigmas4 132
Sigma7o 1437

@©1998-2011, CCG/UNAM All Rights Reserved.
RegulonDB 7.2, 06-MAY-11.

Grupo de genes controlados por um mesmo fator de
- I ’ T4 L]
transcricao ou estimulo e chamado de Regulon



Sigmas competem pela RNA polimerase

Initiation Elongation

Stochastic release Termination
Promoter
engagement - \
- RNA
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& -
e /
Sigma binding Core-RNAP

Sigmas alternativos tem que ser mantidos
inativos até que necessarios



Duas principais maneiras de manter sigmas
alternativos inativos
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Francois Jacob e Jacques Monod, em
1960, foram 0s primeiros a propor um
mecanismo que explicasse como genes

poderiam ser ligados e desligados:
modelo do operon

Prémio Nobel da Medicina em 1965 pela demonstracao
de que os niveis de enzimas celulares s&do reguladas ao
nivel de transcricdo por um mecanismo de feedback
controlado pelos niveis do substrato das mesmas enzimas.



O fendmeno da inducibilidade

CH,OH CH,OH
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Time

Enzima necessaria para a metabolizacdo da lactose so6 era produzida
guando as bactérias eram cultivadas na presenca deste acucar.
Lactose € um indutor !



Jacob e Monod usaram apenas genética e logica para
propor um modelo que explicasse este fenobmeno

Add lactose
|

j-galactosidase

Time

Isolaram mutantes que nao tinham mesma resposta de inducao:

1) Mutantes que mesmo na presenga de lactose nao produziam mais beta-galactosidade —
nao indutiveis

2) Mutantes que produziam beta-galactosidade independente da presenca de lactose -
constitutivos



Rota de
utilizacao da
lactose como
fonte de
carbono
pelas células
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Ligacdo glicosidica 3 1-4

Ligacdo glicosidica 3 1-6



O modelo do operon

Control
(A) Regulator sites Structural genes
gene A, A \
(B) Lactose operon
pl i plo z y a

Figure 31-10
Biochemistry, Sixth Edition
2 2007 W H. Freeman and Company

e Genes estruturais sao controlados por gene regulador.

e Gene regulador codifica proteina (repressor) que se liga a
sitio (operador) na regiao promotora do operon

e Gene regulador ndo é parte do operon. Expresso de seu
proprio promotor




Operon lac na auséncia de lactose

p i p” z y a
NN
i mRNA Repressor bound to operator

Figure 31-13a

Biochemistry, Sixth Edition
& 2007 W H_Freeman and Company

site prevents transcription

ofz,y,and a

reprimido - OFF

Expressao do repressor (Lacl) é constitutiva (gene sempre ligado)




Operon Lac: —6000 bp
Operador ocupa 26 bp do DNA acima do gene
lacZ

Repressor Lac | expresso de forma constitutiva sob controle
de outro promotor

P PO
_ ) i _ lacl . ) . _lacZ f L __lacy L lacA ,
V/ANYANTOANY AN ANYLANT AN AN AN ANV ANV AN AN aNTOANY ANYEAN AN AN /AN ANY AN/ A\
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Protein Repressor -galactosidase Permease  Transacetylase




Na auséncia de lactose a transcricao do operon Lac
encontra-se reprimida: o repressor Lac

Repressor Lac: exemplo de proteina
| alostérica que funciona como sensor do
8% repreesor ambiente, regulando a expressao génica.

A ligacao do indutor (lactose) muda a
mRNA \N\NS afinidade do repressor pelo DNA
' (operador)

DNA [P | I gyl P VW) Z gl Yy | A

/Repl'essor Lac (tetramero)

Ligagao do repressor Lac
diminui 1.000 x a transcricao

do operon

Operators



Operon lac na presenca de lactose

p i plo z y a

i m\lR(NA l lac mRNA
AR

e Inducer
B-Galactosidase Permease Transacetylase
0]

Repressor-inducer
complex does not

bind DNA

Figure 31-13b
Biochemistry. Sixth Edition
@ 2007 W, H.Fraeman and Company

Regulacao Negatival



Operon lac também é sujeito a regulacao

TS = - glucose
B Lactose used ;
=
e

_ )
- o
E 7]
& S | Glucose
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E Glucose / 2] S aasmaamme-m-m
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—
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Figure 7.1 Time (h)

Glicose e a fonte de carbono preferida da E. coli
“diauxia”’ — curva de crescimento com duas fases
Glicose inibe a producao de [3-gal induzida por lactose

“Repressio por Catabdlito”



Operon Lac — Mecanismo de
Repressao pelo catabolito

* Mecanismo que previne a expressao de genes envolvidos no
catabolismos de lactose e outros acucares na presenca de glicose.

* mediado por AMP ciclico (cCAMP) e pela Proteina receptora de cAMP
(CRP) (tambéem chamada CAP, “Catabolyte gene Activator Protein).

a0 contrario do repressor Lac, CRP € um elemento regulador positivo
gue responde aos niveis de glucose.



Operon lac é regulado positivamente pela
proteina CAP

»
| lacZ lacY lacA

s — )
I u ¥

- r
CAP sile operalor
| |
promater

7

CAP — catabolite activator protein
ou
CRP — cyclic AMP receptor protein

CAP é um fator de transcricao (ativador) que se liga a um sitio
(CAP site) logo acima do promotor fac



CAP se liga logo acima do promotor e
recruta RNA polimerase

CAP-binding site DOMNA covered by RNA polymerase

é mRERMNA

7 CAACGCAATTAATGIGAGTTAGCTCACTCATTAGOCACCICAGGE FITACA TTTATOCTT COGOCTCO PATET T GTGT GAAATT OTGASCGOATAACAATTTOACAC AIGAAACAGCT
T mmmr:w:mwmmmmmmmmw

35 -10 +1

CAP site —35 -10

Qual a relacdo entre a ligacdo de CAP e
a disponibilidade de glicose ?



CAP & uma proteina que so liga no DNA se
estiver ligada a cAMP

Secognition, (F), Helix | i )| Recognition,
) (F), Helix
L Ay
da=. 8 2 5 o cAMP
- ] i ]
| - A
% g

Em E. coli, producao de cAMP so ocorre guando n3o ha glicose:

Alta glicose = Baixo cAMP
Baixa glicose =2 Alto cAMP

CAP so liga ao DNA quando falta glicose !



Controle combinatorial da expressao génica no
operon lac .

— -

& N
RNA polymerase |

“AND Gate”

Duas condicoes (uma E outra) precisam ser atendidas
para que o operon seja totalmente induzido

Cada regulador monitora um fator (input)



Operon Lac é controlado simultaneamente por regulacao negativa
(repressor Lac) e positiva (CRP)

CAMP Lac

RNA
CRP Eipl:ssor polymerase
u
\ — Lactose ' A,

glucose,

high 4 P -
cAMP / @ N —
Lac
CRPsite  Promoter repressor 5’ ﬁ 3’

5' 3’
mRNA
High Lactose
glucose, P
low P
cAMP @
Lac
repressor 5S> 3



Ferramentas geradas pelo estudo operon lac

HO Q B0 =H
Ptac OH H CH
TIT2 H H 3
= OH
amp' Isoprnpyl-ﬂ-D-thiogaIacloside
(IPTG)
lact tac indutor gratuito
amp’
+ IPTG — expressao ON
 BRI22 olgin - IPTG — expressao OFF
f1 arigin

Vetores de expressao indutivel



Utilizacao do operon lac para selecao de bactéerias contendo
plasmideo de interesse

IPTG: analogo ndo-metabolizavel de lactose

Ativa a expressao do operon Lac

CH,0H  (p,

0 |
OH
OH H CH,
H H

H OH

Isopropylthiogalactoside
(IPTG)

X-Gal: substrato analogo de lactose
cuja hidrélise gera produto com coloragao azul

X-Gal: incolor
Produto: 5,5'-dibromo-4-4’-dicloro indigo: azul

' Lac repressor
Clonagem de gene de
iti - ic5 inter no plasmi
mENA AN Sitios de enzimas de restricdo para clonagem teresse no plasmideo

interrompe a sequencia de
LacZ e as bactérias nao
hidrolizam X-Gal
ona e 1 WG e [




REGULONS: conjunto de operons com reguladores

comuns e que permitem a a expressao coordenada

de genes relacionados a uma mesma via metabdlica.

ex. Além do operon Lac, a proteina CRP controla outros operons que
codificam para enzimas responsaveis pelo metabolismo de outros acucares

(ex. arabinose).

Outros regulons existentes em procariotos: genes de choque térmico,

resposta SOS a danos no DNA.
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