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E 0 que permite a existéncia da vida
multicelular (complexa)

Pense nas diferentes células do seu corpo — todas possuem o mesmo DNA

A precisa escolha de quais genes serdao expressos é o que permite que neurbnios
sejam neurdnios e nao células secretoras de acido gastrico
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Controle da expressao génica =
adaptacao ao ambiente

Vol. 93, pp. 10614-10619, October 1996

Parallel human genome analysis: Microarray-based expression

monitoring of 1000 genes

MARK ScHENA*T, DARI SHALONE, RENU HELLER*, ANDREW CHAT*, PATRICK O. BROWNS, AND RONALD W. DAvVIS*

1mm

-Heat Shock

+Heat Shock

10 100

Expression Level (per 100,000)

Heat, Alcohol
Oxidative stress

Mature folded protein \ Unfolded protein
P

Post-translational HSP90AB1 + HSC70 +
- HSP40 + co-chaperones
modification

HSF1 N\

{

-

SP90AA1, HSP70, HSP40

Glu 30°C Glu 35°C Glu 37°C Glu 39°C

e o ©|® 0 @
DB © ¢ |00

Chau et al, 2023, PNAS



Estado da arte

The Tabula Muris Consortium, Nature,
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Cell types identified by
gene-expression profiles and
mapped to the brain
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the transcription factors
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Entendimento da regulacao é
fundamental para entender a vida
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adipocyte thermogenesis
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Perception of viral infections and initiation of antiviral defence in rice
Yiral coat proteins are perceived by the HINGT1-IBE-RING-tyoe ubiquitin ligase. initiating the first step of the natural antiviral response in rice.
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Nivels de regulacao da expressao géenica
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Genes constitutivos vs regulados

A Constitutive gene expression B Regulated gene expression

Housekeeping genes (e.9)., geves do citoesdueleto)

Possuewn regjides 10 [ -35 préximo do consenso

RNA polymerase (core enzyme)

Transcription

oA
§ N
\
: \ mRNA
' \

start

’ ’ ' \
1 /CTGHMGRGEAT TAATCATCGAACTAG NENSBEERAG TACGCHAG
2 CTANNGENGETGGATAACCATGTGTAT MAGAGETAGAAANCA
3 TGGEMEGABAATCGCCTTTTGCTGTA MAMAGMCACAGCETA
4 TTTHENGEGETGTGTATAACCCCTCAT MBNGANC CCAGETT
5 TAGENGGANGAACTCGCATGTCTCCA MAGRAMG CGCGCTACT
6 TTCHEGAGECCTTTTCGGCATCGCCC MANNANT CGGCETC

-35 sequence Pribnow box

Consensus  [INENGHNIGN TATAAT

Promoter sequence —/




Genes regulados

B Regulated gene expression

ke " EXpressdo wunda com certas variagses ambientais
kON ...... S ™ e - g
OFF ). ( ON o |
Korr WMuda = genes podem ser +anto induzidos (ativados)

ou reprimidos (inibidos)



Exemplos

Negative regulation
(bound repressor inhibits transcription)
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O mesmo sinal pode regular genes
de forma distinta

Ce“ Salicylic Acid

Opposite Roles of Salicylic Acid Receptors NPR1 and XA

NPR3/NPR4 in Transcriptional Regulation of Plant s
Immunity L

Defense-related Defense-related
gene expression gene expression




Algumas informacoes sobre genes
bacterianos

A maior parte do controle da expressao genica em bactérias se da a nivel transcricional

Cistron: Unidade funcional de um gene que codifica uma Unica cadeia polipeptidica (proteina)

Policistronico: Tipo de RNA mensageiro (mMRNA) que contém varios cistrons, ou seja, codifica mais de uma proteina.

Operon: Conjunto de genes organizados em sequéncia no DNA, que sao transcritos juntos a partir de um Unico promotor,
formando um mRNA policistronico.




Mecanismos de modulacao da
transcricao

Ativag¢ao por mudan¢a conformacional do promotor




Mecanismos de modulacao da
transcricao

Recrutamento da RNA polimerase a
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Mecanismos de modulacao da
transcricao

Inibicao: Impedimento do acesso da RNA polimerase

A& Ropression by storic hindrance

_

/’
T — NS
70

\_\/

© Reoprossion by modulation of an activator




Genes correlacionados sao organizados
em Operons

Sitio de ligagao do

Sitio de ligagdo do repressor
Ativador Operador
B promotor /T A | B =

L S a—

Gene Genes estruturais

regulador I Seqiiéncias regulatérias/
/ J
| R i |
/ 5 7’
mRNA\ - | . 7S VaVA) AVAV, WaVas
A B C

”
”
@
ou g mRNA policistronico ou
C ./ poligénico

Proteinas regulatorias



No operon, 0s genes sao
transcritos como um mRNA

policistronico (sequéncias Shine-Dalgarno)
57 ribosome-binding sites 3’
13 sg..‘@& mRNA
AUG ‘ AUG l AUG l
ee— R ——1 R ————
protein o protein protein vy
30S
Shine-Dalgarno Start
sequence codon
I |
wlCAMCCUAGGAGGUUMGALCCUAUGICG
5'mRNA

y U (UCCUCCA

16S rBNA



Regulacao: cis vs trans

_ —| Sequéncias génicas que atuam
e - 4 em cis (nao sao difusiveis,
_ o - 5 " funcionam “dentro” do DNA)
o Sitio de ligagao do
Sitio de ligagdo do rapressoy
Ativador Operador

(] Promotor ///////// A B C

1 ,‘\ /’f \ — J

Gene Seqiéncias ! Genes estruturais

regulador

I Pyl J
l / regulatonas,, - l
! 7’

mRNALNA | P mRNA LANIAANANAANS
C . R Rl
F ”
COU‘ w mRNA policistrénico

”’
- Produtos génicos como proteinas

regulatoérias, atuam em frans (sao
| difusiveis na célula)

Termo | O dque €7 Owde atua Exemplo:
. Sequéncia No PNA due o Promotor

“s de DNA gene & regulado Enhancer
+ravs Proteina/RNA podem regular geves Tator de

(produto de
outro gene)

distantes do geve
do dual foram +ramscritos

Transcri¢ao



Prémio Nobel (Medicina, 1965):
Francois Jacob e Jacques Monod

” pela demonstracao de que os

niveis de enzimas celulares sao reguladas
ao nivel de transcricdao por um mecanismo
de feedback controlado pelos niveis do
substrato das mesmas enzimas”’
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O operon Lac
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Isolaram mutantes que n3ao tinham mesma resposta de inducao:

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

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



Promotor do lacT

Operador

O operon Lac

\

x Lactose operon
p i Ip oI z y a
lacT lacz lacy lach
(Repressor) (beta-galactosidase)  permease +ransacetilase
9

e Genes estruturais sao controlados por gene regulador.
e Gene regulador codifica proteina (repressor) que se liga a

sitio (operador) na regido promotora do operon

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

|
DNA TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTG

Promoter
(bound by RNA polymerase)

RNA start site

|

35 region

10 region

L

v

! |

GAA'I'I‘G'ICAGC(;}GATAACAA'I"III‘CAC

Operator
(bound by Lac repressor)



O operon Lac

Regulatory Promoter
grie E k Cl)perator
ona 75 A acz
No
RNA
3’ made
MRNA p RNA
5 l polymerase
Protein H Active

repressor

(a) Lactose absent, repressor active, operon off



O operon Lac

Lactose Galactoside
Outside

lac operon

r P - e

ova A0 D lacZ
S
RNA

3’ polymerase

mRNA P = P
; mRNA 5

5 l 1
Protein H—)‘ ml
Allolactose \‘ Inactive
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(b) Lactose present, repressor inactive, operon on
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Um segundo tipo de regulacao do
Operon Lac: por glicose

Glicose é a fonte de carbono preferida da E. coli
As enzimas que metabolizam lactose (e outros acucares) ndao sao as mesmas da glicose

Repressao catabdlica: A presenca de glicose sinaliza para reprimir o operon Lac

N = - glucose
L / w
B actose used 5 z
=
/ »
- e
-l —
E / -
8 F = | Glucose
K ; S0 | added
2 ! M
2 Glucose & Q] < SfLfaccmcceca-.
§ used p “s A
= Y
g N & + glucose
Q / - —
@ / =
» —
/"//v A
"5 Time (hr)
\ | \ A | + lactose

Time (h)



Um segundo tipo de regulacao do Operon Lac:
por glicose

Sitio de ligagao da proteina ligadora de
cAMP (cAMP receptor protein)

/

CRP site Bound by RNA polymerase 5/ \J/\J ™V 3’ mRNA
DNA 5'—ATTAATGTG :\GT'I‘T;\GLTC :\(,T'I‘(.';\'I'I':\(l{}!i)\('(‘(' CAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTX II(}A..—\TN iTGAGCG( ‘-AT;‘\.F\(‘:\!\'I’I'I'R‘.-\(‘A(‘
i 35 region 10 region Operator
(a)
lac promoter | TTTACA | | TATGTT |
35 region 10 region
SR | TTGACA | | TATAAT |
consensus scqucnoc
(b)
Ao contrario do repressor Lac, CRP é um elemento regulador O promotor Lac € um promotor fraco,
positivo que responde aos niveis de glucose. que precisa de um ativador para

promover a ligacao de RNA Pol



Um segundo tipo de regulacao do Operon Lac:
por glicose

CAP site -35 -10

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



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

DNA .
Recognition

(F), Helix

Em E. coli, producao de cAMP soé ocorre quando nao ha glicose:

Alta glicose = Baixo cAMP
Baixa glicose =2 Alto cAMP

CAP so liga ao DNA quando falta glicose !



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

cAMP Lac RNA
CRP repressor polymerase
Low \ bound - '
actose JE.
glucose, g
high ; ! }/
cAMP / / b/
/ Lac
CRP site  Promoter repressor 5’ ﬁ 3 ’
5' 3’
mRNA
High Lactose
glucose, o=
low }/ P
cAMP
\ E ; Lac
repressor 5' S\ 3
5/ 3/ mRNA



Conceito de Regulon

REGULONS: conjunto de operons com reguladores

comuns e que permitem a a expressao coordenada

de genes relacionados a uma mesma via metabolica.

eX. Repressor Lac e CRP controlam operons que codificam para enzimas
responsaveis pelo metabolismo de outros acucares (lactose e arabinose) .
Qutros regulons em procariotos: genes de choque térmico, resposta SOS a

danos no DNA.

Regulon (e.9., Crp-cAMP) regula varios operons distantes entre si



Aplicacao do estudo do operon Lac

LACTOSE
(galactose & glucose)

HOH

ISOPROPYL-3-D-THIOGALACTOSIDE
(IPTG)

amp’

f1 origin

pBR322 origin

HOCH, CH,
o /
HO S—C\—H

OH - CH,
b =

H OH

Isopropyl-f-D-thiogalactoside
(IPTG)

“indutor gratuito”

+ IPTG — expressao ON
- IPTG — expressao OFF

Vetores de expressao indutivel



Aplicacao do estudo do operon Lac

Ferramentas geradas pelo estudo operon lac

Fusdes génicas

CH,OH H
A o) — Q  nlasicotints g:@
> Br

HO Cl
‘ anl §-bromo-4-chloro-3-hydroxyindole
' (Colorless)
l Oxidization
: A 4
b CH,OH Cl
1 OH 0. OH Br
. i O O
Br
|
Um gene expresso em uma faixa de células de um embriao Galactose 5,5'-dibromo-4,4'-dichloro-indigo
(dark blue)

de Drosophila visualizado com lacZ

lacZ é o que chamamos de um “gene repérter”



Operon Trp (Triptofano)

biossintese de triptofano envolve os produtos de 7 genes

Gin Pyr, Glu PRPP PPi HO+CO, L-Ser HO+G3P
ChonsmateLZ} Anthramlates-“ PRA —— CDRP —ZV InGP X-A L-Tryptophan
PRT PRAI IGP

1 I R

trpE trpG trpD trpF trpC trpA trpB



Operon Trp (Triptofano)

Operon tr
Gene TrpR P i P
- -~ \ Promotor Operador 1 2 3 4 5
3 I I 5’
1 Ge;‘es DNA molde

Trp l l l l 1 l 1 :‘;:::\stronico
P ¢ D 4 A a

Repressor inativo Enzimas da via biossintética do triptofano
(a) l

TP triptofano
Transcrigao inibida

i
, ~ 1 2 3 4 5 )
T ! , -—7‘ 5
rp Repressor g _—
inativo f \ / ™ blocked
,"P, Trp
(co-repressor) Repressor

(b) ativado



Operon Trp (Triptofano)

——Ieader——
attenuator

| twR

: regulatory region : structural genes——

! ! I ! I

trp mRNA
tr rp (low tryptophan levels)

Attenuated ‘ ' ‘ l
rl'rp mRNA NN
(high tryptophan levels) Anthranilate | Anthranilate Tryptophan| |Tryptophan
synthase, synthase, synthase, synthase,
component 1|/ component II B subunit asubunit

Anthranilate // N<G -Phosshoni \ /
% phoribosyl)- Tryptophan synthase
synthase, ( QB‘;Y

anthranilate isomerase

[(Col)z (ColD);) Indole-3-glycerol
phosphate synthase ‘
Cbaismle-?TAnthnnﬂate-TTN-(S'-Phos hoﬁbosyl)-—-Enol-l-o-carboxyTol Indo lycerol L-Tryptopha
- amhrznilnte phenylamino- ate
Glutamine Glutamate PRPP PP, 1-deoxyribulose CO, L-Seri
+ phosphate + Glyceraldehyde ne
Pyruvate H0 3-phosphate



Operon Trp (Triptofano): Controle pelo repressor

lIhigh [Trp]: repression occurs

Trp

trp repressor

p——»Ieader—— , N
Ha wma segunda regulagdio!

. regulatory region | structural genes—

high [Trp] low [Trp]

attenuated mRNA VWV VWYV

v
trp mRNA AVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAVAV VAV, VAV,



Muitos operons envolvidos na biossintese
de aminoacidos sao regulados por

atenuacao da transcricao.

Mecanismo possivel em procariotos porque

a transcricao e traducao sao processos acoplados

RNA
polymerase 3’

5'

1iliiili

Direction of transcription

Direction of translation

= %



Operon Trp (Triptofano): Controle pelo repressor

F——-Ieader—
attenuatc

Sequéncia do mRNA da regiao lider (TrpL)

Cddon de inicio de tradugao do peptideo lider

Leader peptide
Mot—Lys—Ala— llo —Pho—Val ~ ,
mRNA pppAAGUUCACGUAAAAAGGGUAUCGACAAUGAAAGCMUUUU(X;UACU% \

&

l,\"l

/
NCCAAAUGCGUACCACUUAUGUGACGGGCAAAG UCCUUCACGCGGUGGUY®
8 2 (stop)—Ser — Thr—Arg{ Trp—Trp 1
6 1?9 1?2
1 UACCCAGCCCGCCUAAUGAGCGGGCUUUUUUUUGAACAAAAUUAGAGAAUAACAAUGCAAACA —»
3 4 ]‘ [ Met ~ Gln ~Thr —»
TrpE pol tide
Site of rpL polypep
transcription End of leader
attenuation region (trpL)

(a)



lTrp Transcricdao nao é interrompida

*Traducao lenta do
peptideo lider;
Formacao de grampo
entreregidago2e 3
*Transcrig¢ao progride

ITrp

Tradugédo rapida do
peptideo lider
*Formacgéo de grampo
entreregido3 e 4
*Transcrigao
interrompida

Atenuacao

trp-regulated genes

DNA s

Interrupcao prematura da

s Grampo
transcrigao atenuador
Ribosome
MEAIF Ve % @
%, 3 4 i
polymerase
Uuuu 3
DNA




5'UTR

Ribosome
binding site
H AAAAAAA
DNA |
Start p Stop Start
codon codons codon codon

https://www.youtube.com/watch?v=PehrFpmaGKo



https://www.youtube.com/watch?v=PehrFpmaGKo
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