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O genoma humano contem cerca de 30 mil genes

Categorias funcionais de proteinas codificadas no genoma (nimero
genes e % do total de genes)
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Tao importante quanto conhecer o
conteudo génico e saber como, onde
e quando cada um dos genes é
expresso!

|

Transcritoma

Conjunto de todas moléculas de RNA (transcritos) de
uma célula, tecido ou organismo em uma dada
condicao, em um dado instante
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Mecanismos de regulacao da expressao génica
em eucariotos

Como o complexo de transcricao tem acesso ao DNA
na cromatina?

Como os genes sao “escolhidos” para serem mais ou
menos expressos numa determinada condicao?

Recrutamento e
ativacao da

magquinaria de
transcricao

Mudanca na
acessibilidade do
DNA a maquinaria
de transcricao

Proximas aulas



Genes eucarioticos contem regioes regulatérias que
controlam a transcricao

Regiao ativadora
(“Enhancer”) FTs Promotor Gene.
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~100 bp ﬁ ~200 bp upstream of startpoint
Dezenas a
milhares de
bases

 Promotores se localizam sempre na vizinhanca do sitio de inicio da
transcricao

“Enhancers” podem estar fisicamente separados do promotor por
centenas ou milhares de nucleotideos.

* “Enhancers” e promotores contem elementos na sequencia de DNA que
sao reconhecidas por fatores de transcricao (FTs), proteinas que ligam e
regulam a transcricao



Estrutura de promotores eucarioticos reconhecidos pela RNA Pol Il
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Promotores de genes transcritos pela RNA pol Il

Tata Binding Protein
TBP

TFIID

L R
“~ RNA polymerase II

Complexo TFIID

(inclui TBP e fatores
acesssorios)

Fatores gerais de transcricao + RNA Polimerase = Complexo
Basal de Transcricao



Diferentes proteinas interagem com o DNA e a maquinaria de
transcricao nos promotores reconhecidos pela RNA Pol Il

Fatores gerais de transcricao

Number of

Transcription factor subunits Subunit M, Functions

RNA polymerase |1 12 10,000-220,000 Catalyzes RNA synthesis

TBP (TATA-binding protein) 1 38,000 Specifically recognizes the TATA box

TFIIA 3 12,000, 19,000, 35,000 Stabilizes binding of TFIIB and TBP to the promoter

TFIIB 1 35,000 Binds to TBP; recruits RNA polymerase-TFIIF complex

TFIID 12 15,000-250,000 Interacts with positive and negative regulatory proteins

TFIIE 2 34,000, 57,000 Recruits TFIIH; ATPase and helicase activities

TFIIF 2 30,000, 74,000 Binds tightly to RNA polymerase I1; binds to TFIIB
and prevents binding of RNA polymerase to
nonspecific DNA sequences

TFIIH 12 35,000-89,000 Unwinds DNA at promoter; phosphorylates RNA
polymerase; recruits nucleotide-excision repair

| Elongation* | complex

ELL' 1 80,000

P-TEFb 2 43,000, 124,000

SII(TFIIS) 1 38,000

Elongin (SI11) 3 15,000, 18,000, 110,000



A transcricao em eucariotos depende obrigatoriamente de fatores de
transcricao ativadores aléem do complexo de transcricéo basal

Ligam-se a elementos regulatérios no DNA (enhancers, promotores
distais)
Interagem com o complexo basal através de proteinas co-ativadoras

Promovem especificidade da transcricao onde, quanto e quais genes
Sao expressos

Distancia entre elemento enhancer e promotor:
100 bp a 1 Mbp (1,000,000 bp)

) Regiao promotora

- |

Complexo Basal
de transcrigdo

Co-ativador

“enhancer”

Fator de Transcrigdo




Fatores de transcricao

Ligam DNA (sequéncias ativadoras/enhancers e promotores)
Transcricao so inicia quando estao presentes
Modulam frequéncia de inicio da transcricao

Podem ligar moléculas que mudam a conformacéao (acessibilidade)
da cromatina

Estrutura modular: possuem dominios funcionais distintos

__—  Dominio

efetor

Dominio
Regiao de dimerizagao ligacao ao
DNA - DNA

0 b ) )

_ Motivo de ligacao no DNA




Dominios efetores de FTs podem ter multiplas funcoes

Ex.: ligacao de ivi

h 9 (} Ganrregulgte _TF actnfrlty Can mediate protein-protein interactions
0rm9-n|o e.g. ligand binding domains e.g. BTB domain

esteroide 9,

.................
LI

Effector Domai ; ilac3 '
ector Domain(s) . Ex.: Metilagcao de histonas

E Can have enzymatic activities
i e.g. SET domain

Q

e.g. 5 C2H2 zinc fingers

DNA-binding domain(s)

Recognize specific DNA
sequences and sites




Fatores de transcricdo formam estruturas no dominio de ligacao
gue se ligam a sequencias consenso (5 a 15 bp) na fenda maior

(“major groove”) do DNA

dominios estruturais frequentes em FTs

Homeodominio

“Dedos de zinco”

“Zipper de leucina

Phage 434
Cro re pressor
(3CRO)

Yeast regulatory
protein GAL4 g
{1D66)

Human
Myc/Max complex
{1NKP)

eComposto por uma hélice
alfa-volta-hélice alfa

*Controla a expresséao de
genes envolvidos no
desenvolvimento

corporal (genes homeoticos)

«Contem residuos cisteina e
histidina que coordenam com
ions zinco formando hélices
alfa que intercalam no DNA.

e presentes em receptores de
hormonios esterdides

Dimeros contendo hélices
anfipaticas com residuos de
leucina na interface de
dimerizagao.




A maior parte do genes eucarioticos sao regulados positivamente por
fatores de transcricao ativadores
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Se 0s enhancers estao longe do promotor, como eles
ativam a transcricao?

r activator protein

L TATA box —-
enhancer “ start of
(binding site for Dezenas a transcription
activator protein) milhares de

bases



Ativadores de transcricao interagem com outras

proteinas
r activator protein
E— SR U U —————8
L TATA box p——
enhancer start of
(binding site for BINDING OF transcription
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING
Y COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES

chromatin
remodeling
complex

histone-modifying
enzyme

TRANSCRIPTION BEGINS



Ativadores e co-ativadores s&o necessarios para o inicio da
transcricao da RNAP Il

‘activator




Co-ativadores

Complexo proteico
intermediario entre fatores de
transcricao ativadores (ligados
em enhancers) e o complexo
de basal de transcricao (ligado
Nno promotor)

Nao ligam DNA (Interacdes
proteina-proteina)

Ex. Complexo mediador: 20 a
30 polipeptideos

podem atuar junto a
repressores de transcricao

Conservados evolutivamente

human Mediator

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



Sequencia de eventos que resultam na transcricao
génica em eucariotos

1) Ligacdo de ativadores de transcricio ao )
DN A :Q:/Activator
DNA
Enhancer ‘ Mediator
Modification and
remodeling enzymes
2) Recrutamento do complexo mediador e enmes " Wediator
de remodelamento de cromatina S
_TFIB
TBP nr
| TFIA
_j._'TFIIB
\ TFIF-Pol Il
3) Formacao do complexo de transcrigcao
TFIIH
b as al TFIIF
THIA 1:!;:? o TFIE

CcTD TFIIH
N

——



Existem também fatores de transcricao que reprimem a

Enhancers

expressao génica

TATA Inr

TBP
>

f

—

TFIID Mediator



Isoladores (“insulators™): sequéncias no DNA que
ligam proteinas que impedem a comunicacao cruzada
entre promotores adjacentes gue sao ativados por
fatores ativadores comuns.

O isolador impede a comunicacao cruzada
entre os reguladores dos promotores A e B,

l'.--\-\\'.

DESLIGADO < Promotor B [ ] m Promotor A LIGADO

Regido Sitios Il,l | Sitios ativadores Regido
codificadora ativadores do'/ e proteinas ligadas codificadora
do gene B promotor B T do promotor A do gene A

Sitio do isolador
e proteina ligada
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Sinais que modulam a Expressao Génica em
células eucaridticas

Hormaonios

Neurotransmissores

Fatores de Crescimento

Fatores de Diferenciacao Celular
Contato célula-célula

Odores

AlteracOes nutricionais

Alteracdes ambientais (ex: temperatura)
Luz

Toque mecanico

e outros.....



Controle de atividade de fatores de transcricao
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Exemplos de sinalizagao celular mediada por fatores de transcricao

Regulacao da expresséao de genes envolvidos no metabolismo
de galactose em levedura

Genes of Galactose Metabolism in Yeast

Relative protein expression in
different carbon sources

Protein size
Protein function Chromosomal location (number of residues) Glucose Glycerol Galactose

Regulated genes

GAL1 Galactokinase [l 528 - . S e

GALZ Galactose permease Xl 574 - = +++

PGM2 Phosphoglucomutase X1 569 + + ++

GAL7 Galactose 1-phosphate I 365 - - +++

uridylyltransferase

GALI1O0 UDP-glucose 4-epimerase I 699 — = ke i

MELI «a-Galactosidase I 453 = + ++
Regulatory genes

GAL3 Inducer vV 520 - + ++

GAL4 Transcriptional activator XVI 881 +/- + +

GAL8O Transcriptional inhibitor Xl 435 + + ++

Adapted from Reece, R. & Platt, A. (1997) Signaling activation and repression of RNA
polymerase |l transcription in yeast. Bioessays 19, 1001-1010.



Gal4p se liga a regido ativadora e recruta proteinas co-ativadoras da
expressao de genes necessarios para o metabolismo de galactose

UAS= “Upstream Activator Sequence” =“enhancer”

Intermediary complex
(TFIID or mediataor)
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+
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Na auséncia de galactose,

Gal80p (fator de transcricao
repressor) bloqueia a funcao de
Gal4p (fator de transcricao
ativador) e impede a ativacao de
genes envolvidos no metabolismo
do acucar.

Na presenca de galactose,

Gal3p (indutor) se liga a Gal80p e
muda sua conformacéo,
permitindo que o fator de
transcricao ativador Gal4p interaja
com co-ativadores e promova a
expressao dos genes alvo



Regulacao da expressao de genes por hormonios
esterdides

Exemplos de hormdnios : H
;. , a) Hydrocortisone | b) Aldosterone
esteroides de mamiferos —_—— chon
S
CH, CH
*Possuem esqueleto de .
carbono na forma de quatro ) s
anéis fundidos. Altamente
. ;o . (o]
hidrofobicos
c) Testosterone L d) Progesterone
. 7
*Diferem pela presenca de 0 G0
grupos funcionais distintos .

CH,

ligados aos anéis.



Ativacao da transcricao por hormonios esteroides
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Receptores esteroidicos sao fatores de transcricao com
dominios de ligacao de DNA do tipo “dedos de zinco”

Especificidade dos receptores

OO OQ OO OO conferida por variagcdes na sequéncia
8 8 8 8 de aminoacidos dos “dedos de zinco”
0, Oo O O [ o% A\ g
O . @ 0 O
g8 eddS |8 §
;O 0000 00 | ® @
DNA binding : Dimerization I %®Zn"‘+\6‘@ LELLED &0

\ @@@ep IIIIIII)@@

Glucocorticoid Estrogen
specificity specificity

O Same sequence in both receptors

. Different sequence in each receptor
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Hormone Response Elements Bound by Steroid-Type
Hormone Receptors

Receptor Consensus sequence bound*®

Androgen GG, ACAN,TGTTCT

Glucocorticoid GGTACAN,TGTTCT

Retinoic acid (some) AGGTCAN:AGGTCA

Vitamin D AGGTCAN-AGGTCA

Thyroid hormaone AGGTCANSAGGTCA

RX' AGGTCANAGGTCANAGGTCANAGGTCA

N represents any nucleotide,
"Forms dimer with retinoic acid receptor or vitamin D receptor,



Resposta celular a hormonios:
glucagon e epinefrina (adrenalina)

 mediada por receptores
acoplados a proteinas G
(sinalizador ndo atravessa a
membrana citoplasmatica)

« Ativacao da proteina quinase
dependente de AMP ciclico
(PKA)

« fosforilacao e ativacéao do
fator de transcricao CREB
(cCAMP response element-
binding protein)

 Recrutamento da proteina
ligadora de CREB (CBP, co-
ativador) e RNA Polimerase

O 5
Ligantes sinalizadores U
e U 9o
l Adenilil ciclase
Membrana Proteina G
plasmatica
|
- ATP
Receptor WV cAMF
b A
transmembrana ‘ @aR . RQ_)
Subunidade /
reguladora
de PKA Subunidades
O @ cataliticas de

Citoplasma PKA ativa

DNA

Gene-alvo
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