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Mudancas no padrao de expressao génica se iniciam com
modificacdoes na acessibilidade do DNA

Regulacao inicial da expressao génica

Recrutamento e
ativacao da
maquinaria de
transcricao

Mudan¢a na
acessibilidade do
DNA a maquinaria de
transcricao
(regulacao
epigenética)




Nas ceélulas eucarioticas, o DNA cromosomal esta associado
a proteinas na cromatina formando nucleosomos

Cada nucleosomo é
formado por um octamero
de histonas (2 x H2A, 2 x
H2B, 2 X H3, 2 x H4)

Cada nucleosomo ocupa
cerca de 150 pares de
bases do DNA

A cromatina contem
outras proteinas além
de histonas: fatores de
transcricao,

Histone core
of nucleosome

Types and Properties of Histones

Content of basic

Number of amino acids

Molecular amino acid (% of total)
Histone weight residues Lys Arg
H1* 21,130 223 29.5 1.3
H2A* 13,960 129 10.9 9.3
H2B* 13,774 125 16.0 6.4
H3 15,273 135 9.6 13.3
H4 11,236 102 10.8 13.7

*The sizes of these histones vary somewhat from species to species. The numbers given here are
for bovine histones.

Linker DNA
of nucleosome

(a)



Niveis hierarquicos de compactacao da cromatina
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Estado de compactacao da cromatina
é variavel e dinamicamente regulado

Nuclear ..
envelope AL
Ny

R e L 1pm
Eucromatina Heterocromatina
Facultativa (condicional) Constitutiva
* Forma_pouco condensada dg Regides inativas do DNA Altamente empacotada e
DNA, dinamicamente regulada. que podem variar entre permanentemente inativa.
* Acessivel a maquinaria de tipos celulares no mesmo Forma predominante em regides
transcricao organismo. repetitivas do genoma, incluindo

* Transcricionalmente ativa centrOmeros e teldmeros




Nucleossomos atuam como um inibidor geral da transcricao

GENE
IIOFFII

« Inibem acesso da polimerase ao promotor

Condensed
chromatin

« Dificultam progressao da RNAP uma vez que transcricao € iniciada

Existem complexos proteicos que “afrouxam” e reorganizam os

nucleossomos no caminho da RNAP:

Complexos de remodelamento da cromatina



Como a cromatina se modifica para expor o DNA?

Fibras de 30nm sao
transcricionalmente inativas

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

Genes estao
silenciados quando
protegidos pelos
nucleossomos

Ocupacao do DNA
pelo complexo de
transcricao exclui a
ligacao de
nucleosomos

=

RNA polymerase and factors *

cannot get access to DNA

DYDY

\__J
Histone octamers cannot
get access to DNA

b))




ModificacOes na cromatina estabelecem estados de ativagcao ou represséo dos
genes que sao mantidos durante a diferenciacado e transmitidas durante a
divisao celular

Epigenética

epi- (do grego: sobre, acima)

Termo cunhado por C. H. Waddington em 1942 para descrever a diferenciagcao
celular a partir de seu estado totipotente durante o desenvolvimento embrionario
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Corpo humano:
 1genoma (23 pares de cromossomos)
* ~25.000 genes

* > 200 tipos celulares distintos !!

Estudo das mudancas hereditarias
no fenotipo (aparéncia) ou na
expressao génica causadas por
mecanismos que nao envolvem

modificacdes na sequéncia de DNA




ModificacOes na cromatina tem um papel central para o
desenvolvimento em organismos multicelulares

1 genoma
Informacao

DNA //\\//\\//\\//\\//\’\// armazenada

remodeler 1
Cromatina \\ Informagao
” organizada

multiplos epigenomas

[ cell A v
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identical sé:ﬂ‘ — comcf:‘?ud < : - ' .
DNA sequence L, ? N 272
L
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Quais as bases
moleculares envolvidas?

Modifica¢oes funcionais na
estrutura da cromatina

* modificagoes em

histonas

* metilagao do DNA
* remodelamento da
cromatina

e Acao de RNAs nao-

codificadores



Extremidade N-terminal de proteinas histonas contem muitos
residuos que podem ser modificados covalente de forma reversivel
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Modificacao de histonas

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

Localizada (promotores) ou em vastas regioes do
Cromossomo

Acetilacao (K), Metilacao (K, R), Fosforilacao (S, T)
Varios sitios (principalmente H3 e H4; H1)

Atividade de modificacao das histonas associada a fatores
proteicos ativadores ou repressores de transcricao



Modificagﬁes p(')s— Lysine Serine
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Gene Cauda de histona

Histona

Grupos metil/acetil

DNA acessivel, gene ATIVO

* Proteinas histonas interagem
fortemente com o DNA mantendo
0S nucleosomos altamente
empacotados.

« A maquinaria de transcricdo nao
consegue acessar o DNA e os
genes estéo inativos.

* Modificac&o de histonas
(acetilacéo, metilagao) resulta

na diminuicdo do empacotamento
dos nucleosomos.

« DNA se torna mais acessivel a
ligacao de fatores de transcricao
gue ativam a expressao de genes



ModificacOes pos-traducao de histonas

Papel na transcricao Residuos modificados na
génica histona
Acetilacdo COCH; ativacao H3 (K9, K14, K18, K56)

H4 (K5, K8, K12, K16)
H2A/H2B (K6, K7, K16, K17)

Fosforilacdo PO, ativacdo H3 (510)
Metilacdo ativacao H3 (K4, K36, K79)
CH;
repressio H4 (K20) H3 (K27)
Ubiguitinacao ativacdo H2B (K123
q ¢ 156 a3 o [ )
repressdo H2A(K119)
Sumoilacao repressao H3 (7}
101 aa H4 (K5, K8, K12, K16)
H2A(K126)

H2B (K6, K7, K16, K17)



Combinacdes distintas de modificacOes covalentes em residuos de

Codigo das Histonas

histonas resultam em uma complexa rede de sinalizacdo para o
recrutamento de enzimas modificadoras da cromatina

Caodigo ainda nao é totalmente conhecido!
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Enzimas modificadoras de histonas sao recrutadas para regioes promotoras de genes
por fatores de transcricao (FT) que se ligam ao DNA

FT ativadores recrutam Histonas acetiltransferase (HATSs)

" ON Histonas acetiladas,
}k}> I — Cromatina menos

FT ativador tivator “an M compacta,
e e | — ) = e Transcricao ativa
UAS AR 4 am?

Histonas desacetiladas,
Cromatina mais
compacta,

FT repressor ...
Transcrlg:ao inativa




Metilacao do DNA

A metilacdo de citosinas € uma modificacdo covalente do DNA, onde um grupo
metil (CH3) é transferido para a posi¢cdo C-5 de uma citosina

Ocorre predominantemente em dinucleotideos CpG.
Reacao catalisada por membros da familia de DNA metiltransferases (DNMTSs).
Papel importante na regulacéo da expressao génica.
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Metilacdo do DNA é introduzida e mantida apos a divisao celular
por diferentes DNMTs
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Nature Reviews | Molecular Cell Biology|

Wu, S., Zhang, Y. Active DNA demethylation: many roads lead to Rome. Nat Rev Mol Cell Biol 11, 607—620 (2010).



Desmetilacao do DNA ocorre por via passiva e ativa

A desmetilacao de citosinas metiladas depende da acao de enzimas (TET) que oxidam
a metilcitosina em hidroxi-metilcitosina e outros derivados que nao sao substrato da
DNMT de manutencao apos a replicacdo do DNA (desmetilacao passiva) ou que sao
convertidas em citosinas por enzima da via de reparo de DNA (desmetilacéo ativa)

Passive dilution

5-hidroxi
\1' I formilcitosina 5-carboxilcitosina
9
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/k A ,k Ay
Cytosine 5-mC 5-hmC 5-fC 5-caC
/\ lAID
5-hmU TDG TDG
lTDG
BER

TDG: Timina DNA glicosilase Nakajima H, Kunimoto H. TET2 as an epigenetic master

. e regulator for normal and malignant hematopoiesis. Cancer
BER: Reparo de excisao de bases Sei. 2014 Sen:105(9):1093.9



llhas CpGs localizam-se na vizinhanca de regifes promotoras e seu
grau de metilacao controla a expressao de genes eucarioticos

§Cap " e N/ TAAAAAAAA-3

AP — . N/ TAAAAAAAA-3
LA T — T N/ TAAAAAAAA-3'

Ilhas CpG na regidao promotora

Ithas CpG desmetiladas
Transcri¢do ativa

lthas CpG metiladas
Transcri¢cdo inativa




Proteinas ligadoras de CpGs metilados promovem o remodelamento da
cromatina e repressao da expressao génica
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Remodelamento da Cromatina

Remodeling complex
Octamer is displaced

 Reorganizacao dos
nucleossomos para ativacao
da transcricao

* Processo ativo: envolve gasto
de ATP
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Eacios and BT e Grandes complexos proteicos
polymerase bind envolvidos




Complexos proteicos com atividade enzimatica especializados na
deposicao, leitura e remocéo de marcas epigenéticas

Histone Histone Bromodomains,
methyltransferases demethylases chromodomains,
and histone and histone tudor domains,
acetyltransferases deacetylases PHD fingers,
PWWRP domains
and malignant

brain tumour
domains (MBT)



Metilacao de bases do DNA e modificagcoes especificas de histonas
podem ser transmitidas para as fitas de DNA filhas durante a replicacao

*Proteinas do antigeno nuclear de e, \\\ ¢

células em proliferacdo (PCNAS) 3 Lagging = L.
se associam a extremidade 3’ da

fita de DNA sintetizada

*PCNA recruta proteinas
modificadores do DNA e de
histonas que depositam na fita de
DNA recém-sintetizada marcas
epigenéticas presentes na fita de
DNA parental

O padréo de metilacdo da fita
parental participa no mecanismo
de reposicao de marcas

Nature Reviews | Molecular Cell Biology

epigenéticas

Probst, A., Dunleavy, E. & Almouzni, G. Epigenetic inheritance during the cell cycle. Nat Rev Mol Cell Biol 10, 192-206 (2009).
https://doi.org/10.1038/nrm2640



Alteracdes epigenéticas sao frequentes em tumores e contribuem para
fendtipos malignos

Ex. hipermetilac&o de regiao promotora de genes supressores de tumor

Tecido normal, ativo

Metrylated
Cpla

¢ Unmethylated
| oo

Transcription activator
compiex

Tumor, silenciado @
- . OMBF"

MNuclaosome with
deacatylated histonas

MNuclaosome with
acetytsted histones

Transcription actvator

et Jones & Baylin 2002; Nature Reviews Genetics 3: 415-428



Imprinting:
mecanismo epigenético para controle da dose génica em eucariotos

* mecanismo que regula a expressao génica em organismos que
possuem mais de uma coépia (alelo) do gene

Exemplos de imprinting:

* |Inativacao do cromossomo X

* Imprinting gendmico: silenciamento de genes especificos no
cromossomo paterno ou materno



Inativacao de uma copia do cromossomo X
em fémeas de mamiferos

* Mecanismo de compensacao de dose génica (fémeas XX, machos XY)
* leva a formacao de individuos mosaicos
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Inativacao do cromossomo X € mediada por um RNA
nao codificador (XIST)

T YIS NTETE

(N
V
J
Cromossomo X
ativo

Cromossomo X
inativo Expressdo do ncRNA XIST no

cromossomo X silenciado
Célula
diferenciada

Célula
indiferenciada

XIST contem uma regido repetitiva conservada (regido A) que interage com proteinas remodeladoras da
cromatina(complexo PRC2) que induzem a formacao de heterocromatina e o silenciamento do cromossomo X




Imprinting gendomico em mamiferos

Silenciamento especifico de alelos de origem paternal ou maternal.
ldentificado em cerca de 80 genes (~1%).

Apos a fecundacao, € mantido pela metilacao diferencial do DNA e
modificacao de histonas na vizinhanca dos genes regulados por

imprinting.

O imprinting controla genes que tem um papel essencial na regulacao do

crescimento embrionario e fetal.

Perda de imprinting esta associada a doencas genéticas



Insulin-like Growth Factor 2 (IGF2)
é um fator de crescimento expresso apenas Nno cromossomo paterno

Paternal m
s

Maternal

Mutant Igf2 gene variant
(not expressed)

Mutant Igf2 gene variant
(expressed)

Paternal

materns! (LD G
Normal Igf2 gene variant

(not expressed) Dwarf mouse



O silenciamento do gene IGF2 no cromossomo materno envolve
a metilacado do DNA e é controlada por um RNA né&o codificador
longo (H19)

No cromossomo materno, a proteina CFTR (repressor) se liga a regidao controladora do imprinting (ICR)
quando esta se encontra desmetilada e impede que o promotor de IGF2 interaja com o ativador da
transcricao (“enhancer”), silenciando a expressao do gene.

No cromossomo paterno o ICR encontra-se metilado. CFTR nao se liga e ocorre a ativagao da transcrigao
de IGF2

A metilacdao do DNA no ICR é afetada por H19, um RNA nao codificador longo (2,3 kb) expresso
exclusivamente no cromossomo materno.

Igf2 F H19 ncRNA ativo
>< ' ICR desmetilado
chromosome

Off

IGF2 silenciado

On
5= N N\~ > AMAAAAF
. 5T " o~ annanay
5= N N\~ AAAAAAY

AAAAAA-3’
5~ N o~ AAAAAAT
5= N o~ " AsAAAAF ><

Paternal | f $ ? =

chromosome

H19 ncRNA silenciado

ICR metilado

o2 I C R H 19 Enhancers IG thtivo



A regiao controladora de imprinting onde CTCF se liga &
um elemento isolador que impede que o enhancer ative
a expressao de IGF2 no cromossomo materno

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

Fi -H"".

DESLIGADO « Promotor B [ ) m Promotor A LIGADO
B :

Regido Sitios Il, | 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



Perda de imprinting de IGF2 associada ao
desenvolvimento de tumores de colon e rim

Ocorréncia de Hipermetilagao do ICR no cromosomo materno
(perda da expressao de H19 é um fator)

Aumento da expressao de Igf2 (ambos os alelos, materno e paterno sao expressos)

$

Aumento da proliferagao celular

lgf2 ICR H19 Enhancers




