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Existe uma diferenca fundamental entre a transcricao
em procariotos e eucariotos

« O estado basal em procariotos é permissivo porque o DNA
esta acessivel para a maquinaria de transcricao

« O estado basal em eucariotos e restritivo porqgue o DNA esta
embebido na cromatina, que precisa ser re-estruturada para
gue ocorra transcricao.



Meta: entender como células eucarioticas regulam a estrutura da cromatina para
gue as proteinas que se ligam ao DNA possam interagir com as sequéncias
envolvidas no controle da expresséao génica.

Objetivos:

1.

Descrever 3 maneiras utilizadas pelas proteinas remodeladoras de cromatina para
reposicionar nucleossomos.

Explicar como HATs e HDACs alteram a estrutura da cromatina.
Entender a hipotese do “codigo de histonas”.

Explicar como um ativador, remodelador de nucleossomo e HAT atuam
sucessivamente para controlar a expressao génica.

Explicar como genes sao transcricionalmente silenciados através da formacao de
heterocromatina e como a metilacdo do DNA afeta a expresséao génica em
mamiferos.



. Revisao da estrutura da cromatina

. Remodeladores dependentes de ATP, HATs e
HDACs

. Silenciamento génico: heterocromatina e metilacao
do DNA.



O DNA eucariotico nao esta livremente acessivel —
sitios regulatorios estao “enterrados” na cromatina
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DNA de eucariotos esta na forma de

cromatina
* A cromatina é formada por nucleossomos
a nucleosome
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* Histonas nucleossomais

N-terminal tail histone fold
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As histonas tem carga positiva
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DNA de eucariotos esta na forma de cromatina

e Histonas nucleossomais




DNA de eucariotos esta na forma de cromatina

e As caudas das histonas estabilizam o enrolamento do
DNA em volta do octamero
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DNA de eucariotos esta na forma de cromatina

* As caudas das histonas sao necessarias para a formacao da
fibra de 30nm

30-nm| .
fiber




. Revisao da estrutura da cromatina

. Remodeladores dependentes de ATP, HATs
e HDACs

. Silenciamento génico: heterocromatina e
metilacao do DNA.



A cromatina é dinamica

E frequentemente remodelada, com os nucleossomos sendo
deslocados e modificados.

Os nucleossomos sao alterados de duas maneiras:

v'Alteracdes nao covalentes

v'Alteracdes covalentes



Modificacoes nao covalentes

 Complexos remodeladores de necleossomos dependentes
de ATP causam o reposicionamento dos nucleossomos.
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Modificacdes nao covalentes
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Remodelamento de nucleossomos é um
processo ativo

Deslocamento ou reorganizacao dos nucleossomos depende de gasto de
energia

Existem varios complexos remodeladores de cromatina dependentes de
ATP

Todos os complexos contém uma subnidade catalitica com atividade de
ATPase e sédo agrupados em familias de acordo com o grau de homologia
entre as ATPases

Nao modificam covalentemente as histonas
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Ativadores podem afetar a estrutura da cromatina

chromatin-
ol \l Repressores também
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&  nucleossomos...
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Modificacoes covalentes

Enzimas modificadoras de histonas como histona acetil
transferases (HATs) e histona deacetilases (HDACs)
adicionam e removem grupos acetil dos residuos de lisina
presentes nas caudas N-terminais das histonas.
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Estas modificacdes afetam a compactacao da cromatina.




Histona acetil transferases acetilam o grupo €-amino da lisina

o) 0
I |

*H;N—CH-C—Or *HsN—CH-C—Or

CH, HAT CH,

CH, P > CH,

CH CH

2 HDAC ?

CH, CH,

NH,* NH

C
7 \
o CH;

... € as histona desacetilases removem grupos acetil da lisina.
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Qual é o impacto da acetilacao sobre a estrutura da cromatina?
1) Compactar a cromatina ou

2) Descompactar a cromatina?




A acetilacao diminui a afinidade das histonas pelo DNA...
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- Regulacao da estrutura da cromatina por modificagcoes nas histonas

Geralmente...
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Além de acetilacao ( b), as histonas podem sofrer metilacao
(@) e fosforilacéo ( P ) por outras enzimas modificadoras de
histonas
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Combinacdes de modificacoes especificas definem a funcao de

regioes locais da cromatina.

Cadigo das histonas (ex: H3)

modification state
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“meaning”

heterochromatin formation,
gene silencing

gene expression

gene expression

silencing of Hox genes,
X chromosome inactivation



A modificacao das histonas pode recrutar proteinas
especificas para a cromatina.
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Como as proteinas regulatorias
(ativadores e repressores) afetam a
estrutura da cromatina?



Ativadores podem afetar a estrutura da cromatina
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Ativadores podem afetar a estrutura da cromatina

activator 0 promoter
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Diferentes eventos podem resultar na acessibilidade do DNA para a
transcricao

Remodelamento de cromatina

Acetylated
lysine residues

Complexo remodelador da cromatina &



Repressores podem afetar a estrutura da cromatina

Repressores
d Auséncia de acetilacdo
esta,
na maioria dos casos,
relacionada com regioes
transcricionalmente
inativas:

Maior condensacao da
cromatina




Ativadores funcionam recrutando a maquinaria de transcricao E
enzimas remodeladoras da estrutura da cromatina.
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. Revisao da estrutura da cromatina

. Remodeladores dependentes de ATP, HATs e
HDACs

. Silenciamento génico: heterocromatina e
metilacao do DNA.



Silenciamento Génico

Até o0 momento, no0s consideramos genes que sao ligados e
desligados ao nivel da estrutura da cromatina em resposta a acao
de proteinas regulatorias.

A cromatina também esta envolvida em outro tipo de controle
chamado silenciamento génico, no qual grandes regidoes do
cromossomo sao inativadas transcricionalmente pelo
estabelecimento de um alto grau de empacotamento da

cromatina.
A N

Centromeros Teldbmeros Heterocromatina




A Cromatina é dividida em Eucromatina e
Heterocromatina

« Cromossomos individuais s6 sao observados durante a mitose.

* Na intéerfase, a maior parte da cromatina esta na forma de

eucromatina, que € menos condensada que 0S Cromossomos
mitoticos. ? 4 . : I

FIGURA 12: Regibes de
heterocromatina
condensada estao
agrupadas perto do nucléolo
e da membrana nuclear.

Photo courtesy of Edmund Puvion, Centre National
de la Recherche Scientifique



e Heterocromatina
— altamente condensada
— Inativa

— constitutiva (centromeros, regioes
repetidas, etc)

— condicional (tipo celular/fase do ciclo)

e Eucromatina

— menos condensada (nucleossomos se
mantém)

— competente transcricionalmente



As modificacOes quimicas das histonas estao
associadas a formacao de heterocromatina

Estado silenciado Estado inativo Estado ativo
HMTs
Me Histone HATs @ @
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HDMTs deacetylase
HDACs

Heterocromatina



H3 €& metilada e recruta proteina proteina remodeladora (HP1)
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Metilacdo do DNA em mamiferos

Em mamiferos, o silenciamento génico € tambéem mediado pela
metilacado de residuos de citosina no DNA, particularmente em
regioes ricas em dinucleotideos CG.

As citosinas metiladas recrutam HDACs e enzimas
remodeladoras de nucleossomos, que causam silenciamento

transcricional.



A metilacao do DNA silencia genes
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Metilacao da citosina no DNA também esta associada a inativacao da
cromatina

Estado de metilacao do genes varia em diferentes tecidos
@
AN\ //\ CCGG/AN/A\\/, \-/ AN\ / A\ CCGG/ AN

# Eventos de metilacao de DNA e histonas sao caracteristicos de
heterocromatina

# Metilacao de H3 recruta DNA metilase
# Ilhas CpG metiladas sao alvos de metilases de histonas

# De modo geral: metilacao leva a inativacao da expressao



Alteracoes covalentes na estrutura da cromatina podem
ser transmitidas/herdadas ao longo das divisoes celulares
(sem alteracao na sequéncia de bases do DNA)

# Modificacoes pos-traducao de histonas

# Metilacao do DNA

!

Modificagoes Epigeneticas




Modificacoes de Histonas
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parental nucleosomes —

with modified histones

only half of the daughter parental pattern of histone
nucleosomes have modified modification re-established
histones by reader-writer complexes

that recognize the same
modifications they catalyze

Figure 5-39 Molecular Biology of the Cell 5/e (© Garland Science 2008)



Uma metilase de manutencao mantem a metilacao apos
a replicacao do DNA
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Figure 7-87 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

Mini documentario sobre epigenética: https://youtu.be/M4boKud1MRk



O gue € uma célula tronco embrionaria?
Estao presentes em embrides. Podem ser isoladas e cultivadas no laboratorio,
e sao capazes de auto-renovacao e diferenciacdo em muitos tipos celulares

diferentes.
Self-renewal 1 \a
o (muscle)

progenitor differentiated (
cell cell
-
-
- (blood)
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Induction of Pluripotent Stem Cells
from Mouse Embryonic and Adult
Fibroblast Cultures by Defined Factors

Kazutoshi Takahashi' and Shinya Yamanaka'-2*

Oct3/4 ,
Sox2 ’/ﬁ‘ ,..‘,\
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embryonic (blood)
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A expressao de genes “marcadores” em células IPS
(RT-PCR)

iPS-MEF4
cells
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Inducéo de células tronco a partir de células adultas

Oct3/4
Sox2

c-Myc
Klf4

, ¥¥» —~@
Fibroblastos da ponta da cauda de um
camundongo GFP

Injetar células iPS-GFP
l em embrides de um
animal normal (sem
Gerar ceélulas “iPS-GFP” GFP)



As células tronco induzidas de células adultas
sao pluripotentes

IPS-TTFgfp
4-3

A analise histologica dos embrides quiméricos GFP confirmou que as
células IPS-GFP deram origem a diferentes tipos celulares.

Este resultado apoia a hipotese de que 4 genes sao suficientes para
induzir pluripoténcia em células de camundongo adultas.



Sera gue esta abordagem funciona em humanos??

v
\]( Pt |
introduce O
- s A\ —E,T
5 genes (A
i}Q - 7 (neurons)
e e =y i
i e >->—>‘ —
1% ! ;‘» } ‘ s o (muscle)
B il pluripotent stem 8
cell
(blood)

Induction of Pluripotent Stem Cells
from Adult Human Fibroblasts
by Defined Factors

Kazutoshi Takahashi,! Koji Tanabe,’ Mari Ohnuki,’ Megumi Narita,? Tomoko Ichisaka,'-? Kiichiro Tomoda,?
and Shinya Yamanakal.2:3.4.*



Problemas a serem superados para o uso terapéutico desta abordagem:
- Um retrovirus foi usado para introduzir os genes nas celulas.
- Dois dos fatores (c-Myc e Klf4) sao oncogénicos.

Os pesquisadores estao tentando superar estes obstaculos.
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The first trial of stem cells produced from a patient’'s own body has been approved by
the Japanese government.



