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Regulacao da expressao de
genes

Typical gene organization
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e A decisdo em 1niciar a transcricao de um gene que
codifica uma proteina em particular € o principal
mecanismo que controla a producao dessa mesma
proteina:
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o Expressao reprimida: ha pouca sintese de mRNA e da
proteina correspondente;

Activation

o Expressao activada: ha produgdo elevada de mRNA e
da respectiva proteina.



Unicelular vs multicelular

e Organismos unicelulares:

> A expressao de genes ¢ regulada de modo a
ajustar a c¢lula as alteracOes nutricionais e
fisicas no me1o ambiente.

e Organismos pluricelulares:

> A expressao dos genes ¢ regulada de modo a
garantir que o gene correcto esta a ser
expresso no momento € no tecido certos.



Operao

e Nos procanotas cerca de 50% dos genes estio
organizados em “pacotes” — operoes — que
codificam:

o Enzimas envolvidas numa determinada via
metabolica, ou

o Proteinas que interagem de modo a formar uma
proteina com varias subunidades.
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Regulacao da transcricao do
operao

e O operdo ¢ transcrito a partir de um local tnico.

* Todos os genes do operao sao regulados de modo
coordenado, 1.€., sdo activados ou reprimidos ao
mesmo tempo.

e A transcri¢cao do operdo, assim como dos genes
cucariotas, ¢ regulada pela interac¢ao entre a RNA
polimerase e proteinas repressoras / activadoras
especificas.



O operao lac de Escherichia coli
e Quando a E. coli se encontra num ambiente:

oeon A \on e Sem lactose: ha repressao da sintese do mRNA /ac;

ot Y " o Com lactose e glucose: a c€lula usa a glucose; ha repressao
on V B e da sintese do mRNA /ac;

" o SO com lactose: ha activacao da sintese do mRNA /ac;

Lactose
{Galactose {f 1--=4) Glucose

* A regulacgdo da transcrigao do operao lac ¢ controlada
por:

o Repressor lac;
o CAP (“Catabolite Activator Protein™) (situagao de “fome”).

o Ligam-se a uma sequéncia especifica na regido promotora
que controla a transcri¢cao do operao — operador.
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The good news is that you
don't have mad cow's disedse.

The bad news is you're lactose

oy t @ Lactose disponivel -galactosidade:
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Sem lactose — repressao

{a) Absence of inducer

Operator i— lac OPeron —————————»- ’
I fu

A Repressor binds to

I mRNA i operator, preventing
? transcription of lac operon

Repressor

e Ha ligacao do repressor /ac a uma sequéncia
designada operador lac, a qual engloba o local de

inicio da transcricio; ‘

* Bloqueia a ligacdo da RNA polimerase ao P,

lac?

e N3ao ha transcricio.



Com lactose — inducao

(b) Presence of inducer

¢ b

I mRNA lac mRNA | !

o
Inducer B-Galactosidase /
Permease

Trans-

oD acetylase
Inducer-repressor Transcription and
complex does not translation of
bind to operator lac structural genes

» A lactose associa-se ao repressor lac, alterando a sua
conformacao;

e O repressor dissocia-se do operador lac;

e A RNA polimerase associa-se ao P, . e inicia a transcri¢ao.

lac



Porqué?

e Na maioria dos operdes, a sua nao transcricao deve-se a
ligacdo de um repressor no operador do promotor;

AP —— A —p/
achive blocked
repressor

RP > iQp -/ ——P §

inducer free

e Aligagao de uma (ou varias) pequenas moléculas ao
repressor — indutores — vai alterar a sua capacidade de
ligacdo ao operador, fazendo com que se dissocie;

e H4 INDUCAO da sintese de mRNA.



The /ac Operon
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Plasmidios derivados do pUC

UC = Universidade da California

local de clonagem multipla inserido na grelha de leitura correcta do
gene /ac/’ => proteina funcional/ndo funcional...

possuem um segmento de DNA derivado do operdo lac de E. coli que
codifica o fragmento amino-terminal (correspondente aos primeiros
146 aa) da B-galactosidase (LacZ) — fragmento o (LacZ”)

as estirpes usadas com estes vectores sao
mutantes - possuem uma delec¢ao no
gene que codifica o fragmento o da
LacZ (AM15), mas possuem a
informagao para a restante LacZ
(fragmento w)

_pLink



Seleccao de bacteérias pela cor

HOCH, CH,

’ . . HO / Q S—C—H
a sintese do fragmento o pode ser induzida pelo | ,

. . . V4 )4 O|'{ H CH3
(isopropil-tio--galactosideo) — analogo da H H
lactose H OH

Isopropyl-B-p-thiogalactoside
(IPTG)

H
se ambos os fragmentos (o € ®) forem |

sintetizados na bacteria, interagem um com o
outro originando uma [-galactosidase funcional HyOH

— o complementacao 0 c ,

OH

esta P-galactosidase funcional pode degradar a
substancia cromogeénica X-gal (5-bromo-4-
cloro-3-indoil-B-galactosideo), conduzindo a
formacao de colonias azuis

As bactérias sao nao recombinantes!!
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Bactérias recombinantes

* nos vectores derivados do pUC, o local de clonagem multipla
encontra-se mnserido no gene /acZ’, o que permite a distin¢do
histoquimica das bactérias recombinantes das nio
recombinantes

e ainsercdao de DNA estranho no polylinker conduz a inactivacao
do gene lacZ’ tornando as bactérias incapazes de produzir uma
B-galactosidase funcional. Neste caso, as colonias resultantes

nao serao azuis

Bacteria with the plasmid and DNA
of interest inserted in the LacZ gene

Plate with antibiotic
and lacZ inducer
in medium

Bacteria with plasmid
live and multiply

Bacteria without
plasmid fail to grow




Ampicillin
resistance

gene
Cluster of unique
restriction sites Recombinant
- Hindll|
- Pstl puUCS
~ggll.c|clcl. Hincll
- m .
LSt Yomarl DNA insert
- EcoRl
B-galactosidase produced No B-galactosidase
X-gal split to blue product X-gal not split

Agar + ampicillin + X-gal
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Vector religation

Amp+X-Gal plate

Vector + insert ligation

Amp+X-Gal plate
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O operao trp de E. coli

» Codifica 5 enzimas envolvidas na biossintese do triptofano;

* Quando no citosol ou meio ambiente ha:
T triptofano: Nao ha sintese de mRNA #rp;

| triptofano: Ha sintese de mRNA #rp.

L
P operon
— —

G
Promoter

— Genes of operon
DNA/* 4 } [ ) J trpE | trpD | trpC | trpB trpA »’aNY/a\Y,

Regulatory Operator
gene Start codon  Stop codon

l polymerase

Promoter

C | | AN .

\
Protein “ Inactive Polypeptide subunits that make up
repressor enzymes for tryptophan synthesis




Regulacao pelo triptofano

» Ha ligagao do triptofano ao repressor trp;
» Causa uma modificacdo conformacional do repressor trp;
» Ha associacado deste ao operador #rp;

e Nao ha sintese de mRNA #rp;

H4 REPRESSAO da transcric3o.

* Active repressor

When tryptophan () is
present, it binds to the
repressor, activating it so that

O m ﬁ it can bind to the operator.
\ -

Repressor
mRNA,

This turns the operon off.




Na auséncia de triptofano

 Ha dissociagao do
triptofano do repressor

t]’ p 2 No Tryptophan Present
No Active Repressor
RNA Polymerase makes RNA

{rp A Polymerase

e O Irepressor sofre o mmmm—— o
modificacao l g l
conformacional;

5'- I 5

trpR mRNA irp MANA
e Dissocia-se do l l i l l l l
operador;
e Ha transcricao do ™ 25 83 33 o &F
mRNA #rp. .



Low tryptophan: no repression
Transcription
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High tryplophan: repression
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Gene Regulation
summary
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achive
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repressor ,
AP > iQp /s~

inducer free

operator

P—r B — 3G
inactive free
repressor

>0 —
corepressor blocked

Em qualquer dos casos (1) s6 ha
transcrigao se o repressor estiver
dissociado do promotor do operao!
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O operao ara (e o pGLO)

Codifica 3 enzimas envolvidas no Ara BAD Operon

metabolismo da arabinose (agucar):

AraB, AraA e AraD (BAD); —.—.— Ao |—
O operao € regulado pela proteina AraC, l (Arabinose)
a qual também funciona como sensor dos

niveis de arabinose na célula; _‘_._ wilp

A principal funcdo da AraC € induzir a
expressao do mRNA bad l @

RNA Polymerase

O promotor deste operdo estd geralmente _‘I__.'_._ » o |-
desligado, sendo ligado pela AraC apos a
percepc¢ao da arabinose;

Regulagao positiva da transcricao.



O que se passa no pGLO

Ara GFF Operon
O operao bad foi substituido pela
sequéncia codificante da proteina _._-_
verde fluorescente — GFP.
l Effector
A arabinose liga-se a AraC, alterando (RESinese)

a sua conformacao e activando-a.

A AraC activada associa-se ao

promotor P,,,, promovendo a

ligacao da RNA polimerase; l

RNA Polymerase

Ha transcricao do mRNA gfp ¢
consequente producdo da proteina _‘;-_

fluorescente.






