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Reglajul exprimarii genelor la PK

1 - Principii generale



REGLAJUL EXPRIMARII GENELOR

Exprimarea genelor presupune un flux de informatie genetica

traducerea
transcriere procesarea informatiei
genetlca tra nscrlptulm genet|ce

I —



Transcriere gerIEtiCé (TG) = prima etapa in exprimarea genelor

Drumul de la ADN - proteine  Este de fapt ADN - ARN - proteine
TG = procesul de sinteza a moleculelor de ARN ca urmare a citirii informatiei codificata in moleculele ADN

TG “seamana” cu replicarea, dar se sintetizeaza o catena ARN si nu ADN;
deci, in mod similar, este citita o catena ADN (=catena matrita),
iar catena noua este sintetizeaza pe baza de complementaritate cu matrita

TG este catalizata enzimatic de enzime denumite ARN polimeraze | PK — 1 specie moleculara de ARN pol / celula

EK — 3 specii moleculare de ARN pol / celula

Prin TG se sintetizeaza toate tipurile de ARN proprii celulelor: ARNm, ARNr, ARNt, ARNhn

- molecula ARN rezultata prin transcriere, inainte de orice alta procesare, se numeste transcript primar

- in celule, moleculele ARN sunt sintetizate pe baza de complementaritate, folosind drept matrita o catena ADN

Nucleotide pe catena ADN matrita | Nucleotide pe catena ARN transcript
G C
C G
T A
A U

Tn contrast cu ADN polimerazele, ARN polimerazele nu necesitd primer, pot atasa si primul nucleotid de pe catena noua



Transcrierea genetica se desfisoara in bucla de transcriere — zona unde desface dublul helix ADN

3 \ \/ / 5’

bucla de transcriere “.ARN transcript

bucla de transcriere

ADN
5‘ . 5!
3 ¥

g = catena ADN matrita



Catena ARN ce se sintetizeazi prin transcriere | - DU ramane atasata la matrita ADN pe toata lungimea ei,
ci doar pe un segment scurt, de ~ 15 nucleotide

- restul moleculei ARN “iese” din hibridul ARN : ADN

5’ 3

q'

3'

bucl3 de transcriere N
ARN transcript

; /\ .
/ 5’

ARN transcript bucla de transcriere

5!



ADN

bucla de transcriere

'4

5!

bucla de transcriere se inchide,iar transcriptul ARN este expulzat

P e T O L U e

5’ ARN transcript




Tn ansamblu, desi procesul de transcriere este suficient de corect

(corectitudinea se refera la complementaritatea ribonucleotidelor din catena ARN fata de deoxiribonucleotidele
din matrita ADN),

este totusi mai putin acurat decat procesul de replicare.

Mecanismele de proofreading sunt mai putin eficiente in transcriere, comparativ cu replicare
Transcriere — 1 nucleotid “gresit” / 10.000 nucleotide

Replicare — 1 nucleotid “gresit” / 10 milioane nucleotide

n replicare este copiat tot genomul

Tn transcriere este copiata informatia doar de pe o singura catena ADN, si doar din anumite regiuni ADN, denumite gene

Gena = regiune din ADN a carei informatie este copiata in ARN

ORF = Open Reading Frame = cadru deschis citirii = zona ADN ce este transcrisa




w

Ce regiuni din ADN se transcriu ? GENA
Zona din ADN care codifica pentru o proteina / ARN

Zona din ADN careia ii corespunde o copie ARN

Terminator

O zona din ADN cuprinsa intre un promotor si un terminator poarta numele de unitate de transcriere
Catena folosita ca matrita ptr sinteza unui transcript este complementara cu el si = cafena antisens
Catena ne-matrita este denumita catena codificatoare sau cafena sens

Transcrierea incepe de la un PROMOTOR si se termina la un TERMINATOR
La EK fiecare gena are un promotor si, respectiv, un terminator.

La PK, unele gene au promotor si terminator, alte gene nu au promotor propriu (sunt transcrise mai multe gene
pornind de la un acelasi promotor)



Pe o0 aceeasi molecula ADN, unele gene sunt transcrise folosind o catena drept matrita,

iar alte gene sunt transcrise folosind cealalta catena ca matrita.

Acest lucru este determinat de modul in care se aseaza ADN pol pe molecula ADN

5’ 3
3’ catena antisens 5’
3I

transcript ARN

transcript ARN

3’

5’

Ca si ADN polimerazele, si ARN polimerazele sintetizeaza legaturile fosfo-diesterice din catena noua in directia 5’ = 3.
In cazul procesului de transcriere, functie de orientarea ARN polimerazei, este citita una sau cealalta din cele doua
catene ale moleculei ADN



Conventii internationale de notare

Orice regiune ADN dc cu secventa cunoscuta se poate lista doar pe o singura catena,
cealalta fiind cunoscuta prin complementaritate

Astfel, se scrie doar secventa catenei 5’ = 3’, de ex.: 5’-ATTGCCAATGGA-3’

Mai mult chiar, de foarte multe ori nu se mai scriu si cifrele 5’, 3’

Pentru fiecare regiune ADN transcrisa, nucleotidele se numeroteaza astfel:

]
€23

----- +5 +4 +3 +2 +1 -1 -2

4 3 2 1+l 42 43 +4 45 -

situs
START

+1 Primul nucleotid din catena ADN matrita care este citit si careia ii corespunde primul
nucleotid in transcriptul ARN; acest prim nucleotid citit mai este numit si SITUS START

+2 ...+n  Urmatoarele nucleotide din catena ADN matrita citite, aflate in aval (downstream) fata
de primul nucleotid citit

-1...-n  Nucleotidele de pe catena matrita aflate in amonte (upstream) fata de cadrul de citire,
importante ptr gena considerata



La EK, majoritatea genelor au promotor propriu si sunt transcrise in unitati distincte, procesul fiind denumit
transcriere monocistronica

La PK, [unele gene (mai ales cele reglatoare) au promotor propiu si sunt transcrise prin T monocistronica;
foarte multe gene insa, nu au P propriu, ci sunt cotranscrise prin transcriere policistronica

O unitatea de transcriere=1gena <—=> Transcriere monocistronica

(A) Transcriere monocistronica

P gena A t

ltranscriere

ARN transcript

’ ’
5 3 monocistronic

ltraducere

un singur
polipeptid

O unitatea de transcriere = mai multe gene «—> Transcriere policistronica

(B) Transcriere policistronica

P gena B gena C genaD t

ltranscriere

5’ 3’ ARN transcript

olicistronic
l l l traducere P

mai multe polipeptide




ARN polimeraze

= enzime ce sintetizeaza molecule ARN, prin formarea legaturilor fosfodiesterice intre ribonucleotide, in directie 5’ 2> 3’

Spre deosebire de ADN polimeraze, ARN polimerazele NU necesita primer — pot atasa si primul nucleotid

Se ataseaza la molecula ADN, la secvente de tip PROMOTOR

ARN polimeraza de la PK m

1 singura specie moleculara de ARN polimeraza ~ 7000 molecule / celula

Sintetizeaza toate speciile moleculare de ARN celular: mesager (ARNm), ribozomal (ARNr), de transfer (ARNt) etc

Este formata din 4 tipuri de subunitati, codificate de gene diferite, cu formula generala : 2(X,—B—B’—O'

asamblarea subunitatilor ARN polimerazei OL-CTD (carboxy-terminal-domain)

se atageazi la regiunea UP_din promotori (a-CTD) =< linker flexibil
functioneaza ca dimer Ol-NTD (amino-terminal-domain)

O (alpha) —»

B (beta) —> formarea legaturilor fosfo-diesterice dintre ribonucleotide

vezi slide-ul urmator

B' (beta prim) — afinitate chimica ptr ADN, se ataseaza situs-nespecific

recunoaste specific regiunile promotor (secventele celor 2 hexameri) si se ataseaza la ele

. desface dublul helix ADN, fara interventia helicazei
O (sigma) —»
dupa terminarea fazei de initiere a transcrierii, se desprinde,

iar restul subunitatilor desfasoara elongarea si terminarea transcrierii



Etapele transcrierii genetice la PK

incepe de la regiuni numite PROMOTORI
continua si se desfasoara pe regiuni deschise citirii
se termina in regiuni numite TERMINATORI

Atat la PK, cat si la EK, un ciclu de TG -

La toate tipurile de organisme, un ciclu de transcriere este format din 3 etape: initiere, elongare, terminare

Initierea transcrierii la PK

Regiunile promotor = regiuni unde atagseaza ARN polimerazele si, respectiv,
unde are loc deschiderea dublului helix ADN
unde se formeaza bucla de transcriere

Structura promotorilor la PK include secvente CONS@NSUS, recunoscute de subunitati ale ARN polimerazelor

Situsul UP Hexamerul -35 Hexamerul -10
30-60 b 15-20 b 5-10 b T
“<:// 5 TTGACA » Dl -, TATAAT 3

Structura promotorilor la PK

La PK secventele consensus recunoscute de subunitati ale ARN pol sunt:

hexamerul -35 = o secventd hexamerica (formata din 6 pb) localizata in pozitia-35 TTGACA <—— recunoscut de G
hexamerul -10 = o secventa hexamerica (formata din 6 pb) localizata in pozitia -10 TATAAT <«—— recunoscutde O

situsul UP = o secventa de ~ 20 pb, cu localizare variabila -40 ... -80 pb de situsul +1 <—— recunoscut de Q.-CTD



Schema ARN polimerazei de la procariote si atasarea acesteia la regiuni promotor



La PK, initierea transcrierii se desfisoara in 3 stadii: Promotor inchis | / Promotor inchis Il / Promotor deschis

I. ARN polimeraza, respectiv, subunitatea G, se ataseaza la hexamerul -35 = Promotor inchis |

ARN polimeraza _

Ptr a se atasa stabil la cei 2 hexameri, G distorsioneaza molecula ADN

Il. ARN pol se aseaza pe ADN, cuprinzandu-I; se ataseaza si la hex -10

Dar cei 2 hexameri nu sunt orientati optim fata de situsurile de atasarela G .

——> Promotor inchis Il
Ca urmare, ADN-ul este curbat si torsionat intre cei 2 hexameri

ADN curbat si torsionat




regiune ce cuprinde si situsul start +1;

lll. Tensiunea torsionala este eliberata prin deschiderea dublului helix, 15-20 pb,
—> Promotor deschis
se formeaza astfel bucla de transcriere

bucld de
transcriere

La organismele procariote, primul ribonucleotid atasat in transcript este ATP/GTP

Dupa sinteza a 8-10 ribonucleotide, G se desprinde din complex, miezul enzimei ARN polimeraza desfasoara in
continuare singur reactia de polimerizare, cu formarea legaturilor fosfodiesterice dintre ribonucleotide.



Elongare transcrierii la PK
Molecula de ARN creste in directia 5° = 3’, reactia fiind catalizata de subunitatea f)
- bucla de transcriere se deplaseaza pe molecula de ADN
- transcriptul ARN nu este mentinut in hibrid pe toata lungimea lui, ci doar pe aprox. 12 b
Dupa ce ARN pol a trecut de regiunea promotor, acesta se inchide, iar la el se poate atasa o alta molecula de ARN pol

ARN pol de la E.coli are o rata de polimerizare de aprox. 30-40 nucleotide / secunda la 370C

Tn faza de elongare, ARN pol de la PK desfisoara si activitate de proof-reading, prin 2 mecanisme:

» editare pirofosforolitica : ARN pol indeparteaza un ribonucleotid incorporat incorect

» editare hidrolitica : ARN pol se deplaseaza inapoi pe transcript cu unul sau mai multe
ribonucleotide, taie o portiune de transcript, indeparteaza regiunea cu
eroare si reia apoi procesul de sinteza; in aceasta reactie, ARN pol este

asistata de proteina Gre

Tn transcrierea multor gene de la PK, in etapa de elongare participa un set de proteine cu rol de factori de elongatie,
dintre care cel mai important este proteina | NusG care creste procesivitatea ARN polimerazei (rol similar cu cel al

peptidului B — sliding clamp in procesul de replicare).



ADN

bucla de transcriere

'4

5!

bucla de transcriere se inchide,iar transcriptul ARN este expulzat

P e T O L U e

5’ ARN transcript




Terminarea transcrierii la PK

ARN polimeraza se deplaseazi pe molecula ADN si transcrie pana ajunge in regiunea unui terminator.

O secventa ADN de tip terminator este formata din :

- 2 copii poli-GC repetate invers, ce prezinta complementaritate intracatenara

- 4-10 adenine, ce formeaza un asa-numit semnal de terminare;
legaturile de H dintre A de pe matrita ADN si U de pe transcriptul ARN sunt extrem de slabe

Tn molecula de ARN regiunea formati din cele 2 copii poli-GC = o structura in ac-de-par (hairpin)
care blocheaza inaintarea ARN pol

ARN pol stationeaza

Legaturile de H din regiunea hibrida A ...U sunt instabile transcriptul este expulzat din bucla de transcriere

bucla se inchide
si
ARN polimeraza se deprinde de pe molecula ADN

Tn acest mod este terminata transcrierea genetica.

Se constata deci ca, desi regiunile terminator sunt definite pe molecula ADN, functia de terminare a transcrierii o are
transcriptul ARN



Functie de gradul de complementaritate intracatenara, la PK au fost descrise doua clase de terminatori :

terminatori Rho-independenti

- complementaritatea intracatenara este perfecta

Structura in ac-de-par, cu rol in
terminarea transcrierii genetice

terminatori Rho-dependenti

ProteinaRho —>

e

-> structura hairpin este stabila fara interventia vreunei proteine

........ U-U-U-U-U-U-U-3
\ Y /

O—-60O0—0O0—0—0—-0—0
O—0O—0O—0O—0—0—0

- cele doua copii poli-GC nu prezinta o complementaritate intracatenara perfecta
->structura hairpin este instabila = stabilizata de proteina Rho
(de la litera greceascar)

U-u-u-u-u-u-u-73

i

i1t C
| |
A by C
| |
G #:C
| |
G '.'.'.'.U
| |
G ::C



Operoni

La PK unele gene nu au promotor propriu, ci sunt cotranscrise pornind de la un acelasi
promotor (transcriere policistronica).

Exprimarea genelor transcrise policistronic este astfel reglata unitar.

Asemenea unititi de exprimare genica poartd numele de operoni.

Tn general, chiar si la organismele de tip PK, procesele de reglaj genetic nu sunt de tip calitativ

(on/off), ci de tip cantitativ, reglandu-se rata de transcriere a unei gene sau mai multor gene per
unitate de timp.

Tn ansamblu, mecanismele de reglaj genetic au la baza interactiuni intre anumite regiuni din
molecula de ADN si alte molecule, in majoritatea cazurilor proteine, dar si ARN.



reglajul genetic este de tip cantitativ (si nu de tip calitativ) T——> este reglatd RATA de exprimare a genelor

expresia genelor presupune mai multe etape, prima este etapa de transcriere genetica

la PK exista 1 singura specie moleculard de ARN pol / celuld =——> transcrie toate tipurile de gene

O — cei 2 hexameri, -35 5i -10
ARN pol = 4 tipuri de subunitati 2 Ol - ﬁ - B’ - O ,seataseazalaP ?
O-CTD —*> UP

Interactiunea dintre ADN <> proteine/ARN ——> reglaj genetic

activarea transcrierii,
. . pozitiv [—> atagarea “stransa” a ARN pol laP — cresterea ratei de transcriere
reglaj genetic <

inhibarea transcrierii,
scaderea ratei de transcriere

negativ — impiedicarea atasarii ARN pol laP—>

Maj.genelor sunt reglate atat prin mecanisme pozitive, cat si negative

i e . . e e ) . reglaj rapid al
La PK adaptarea rapida la schimbari de mediu <<= schimbiri metabolice rap|de<:I exprimarii multor gene

[OPERON]




gene structurale

OPERON gene reglatoare

secvente reglatoa re

gena reglatoare secv.regl. duale gene structurale
A A
( \ Yy N
t genaR P P gena A gena B gena C

. | |
transcriere . . . .
monocistronics secv.regl. de represie transcriere pOIlCIStronlca

(operatori)
secv.regl. de activare

Functie de tipul de reglaj genetic, operonii se clasifica in:

operoni inductibili - exprimati in prezenta unor mecanisme / molecule inductoare; reglaj pozitiv
(nu sunt exprimati constitutiv)

operoni represibili - exprimati constitutiv fira mecanisme/molecule activatoare; reglaj negativ, de represie

Maj. operonilor bacterieni sunt reglati atat prin mecanisme de activare, cat si de represie

represia genetici nu este niciodati totala ——> ©peronil surv\t e?(p.rmjatl'chl?r 3! |n.stare represata,
dar cu o rata minima (difera functie de operon)

nivele de reglaj genetic
reglaj pe o gena
reglaj pe operon
reglaj pe reguloni
reglaj pe stimulon
reglaj global



MECANISME DE REGLAJ GENETIC GLOBAL LA PK

(a) cu ajutorul subunitatii 0t a ARN polimerazei

- recunoaste regiunea UP din structura promotorilor si se ataseaza situs-specific la ea

- functie de secventa de nucleotide din UP, OL-CTD se ataseaza suficient de “strans”,
fara interventia vreunei alte proteine; este cazul operonilor puternici (de ex. operonii rrn — ARNr si ARNt),
care au o rata ridicata de transcriere in mod constitutiv

- acolo unde regiunea UP nu are secventa “perfecta”, atasarea subunitatii Ol-CTD este ajutata de alte proteine

(b) reglaj genetic global cu ajutorul subunitatii G a ARN polimerazei
- dintre cele 4 subunitati ale ARN pol, subunitatea O este cea care asigura specificitatea de atasare la P

- afirmatia cf. careia in fiecare celula bacteriana exista o singura specie moleculara de ARN pol
este, de fapt, adevirati ptr subunititile O, B si B'

- in fiecare celula PK exista mai multe specii moleculare de subunitate O

- fiecare specie moleculara de O recunoaste si se ataseaza la alte secvente de nucleotide din hexamerii -35 si -10
(nu toti promotorii au aceleasi nucleotide in cei 2 hexameri)

- fiecare specie moleculara de O este folosit in diverse conditii de mediu, functie de ce seturi de gene trebuie transcris

Cele mai importante specii moleculare de subunitate O la E.coli

) m. Gen3 L ) Secvente recunoscute in:
Notatie g-m . .ena Conditii de mediu
[KDa] | codificatoare hex -35 hex -10
G70 20 rpoD Cond!tu generale; asn:gura | T16ACA TATAAT
functionarea normala a celulei
o32 32 rpoH $oc termic TCTCNCCCTTGAA | CCCCATNTA
o0 /654 60 rpoN Cantitati insuficiente de N CTGGNA TTGCA
o2 24 ? Soc termic extrem ? ?




(c) reglaj genetic bazat pe proteina activator CAP
Proteina CAP (CAP = Catabolite Activator Protein sau CRP = Catabolite Receptor Protein)
g.m. =~ 22500 Da; structura de tip “helix-turn-helix” (HTH); functioneaza ca dimer = 45000 Da

- se ataseaza la ADN, situs-specific, la o secventa de 22 bp (5’-AAATGTGATCTAGATCACATTT-3’)
- permite celulelor PK sa foloseasca surse alternative de carbon, atunci cand in mediu nu exista / nu mai exista glucoza

CAP are dous domenii<capét“| NH2-terminal : are capacitatea sa lege cAMP

capatul COOH : recunoaste secventa specifica din molecula ADN si se ataseaza la aceasta

T P — o

cAMP domeniu de legare la ADN

Cand domeniul amino al dimerului CAP leagd = activarea domeniului carboxi

prin modificarea conformatiei sterice a acestuia,
permitand atagarea la ADN intr-o maniera situs specifica

60‘_- -
} 41 A | :
H_F-heliceﬂ
Y S additional formation
of 3'helieal turns
I1127 ﬁr ol et
cAMP DNA
7

C-helices

Popovych N et al. PNAS 2009;106:6927-6932
atagsarea CAP la ADN - curbarea ADN cu 90°



Mecanismul prin care proteina CAP activeaza transcrierea
situsurile de atasare a CAP se afla in regiunile de tip P, langa secventele UP

CAP se poate atasa si la a-CTD, favorizand legarea acestuia la regiuni UP cu secventa “imperfecta”

(situatie intalnita la operonii implicati in metabolizarea unor alte surse de carbon in afara de
glucoza - lactoza, arabinoza, maltoza, xiloza etc)
Operonii activati de CAP se impart in 3 grupe :

operoni din clasa I : situsul ptr CAP este in amonte fata de situsul UP
activarea are loc atunci cand proteina CAP ataseaza cele doua subunitati o.-CTD

operoni din clasa Il : situsul ptr CAP este in aval fata de UP (intre UP si hexamerul -35)
activarea are loc cand CAP leaga si a-CTD si G

operoni din clasa Il : situsul ptr CAP este in aval fata de UP (intre UP si hexamerul -35)

situsul UP are secventa “perfecta” si a-CTD se leaga singur la UP
activarea are loc cand CAP leaga subunitatea G

. miezul ARN pol
(-40......420

et

n figura sunt reprezentate doar primele 2 clase de operoni
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Operonul LAC

Lactoza = sursa alternativa de Cin lipsa glucozei

Operonul LAC de la E.coli = gene ce permit celulelor bacteriene utilizarea lactozei ca sursa de carbon,
atunci cind in mediu NU exista glucoza

H OH CH,0H CH,OH
OH H & H HO U H
OH H . H | H
H > OH H + OH H
L o? H HO OH H OH
eripal H OH H OH
lactoza glucoza galactoza

P trei gene structurale (lac Z, lac Y, lac A), transcrise policistronic de la un promotor denumit Plac
» o gena reglatoare (/ac /), transcrisa monocistronic de la promotorul Pi

> secvente reglatoare, unele cu rol in represia, altele in activarea transcrierii genetice de la promotorul Plac



O3 1 oF;
E—— I
lac | I Flac lac Z lacY | lacA I
1111 pb 3063 pb 800 pb 800 pb
transcriere >
monocistronica cAMP~CAP transcriere policistronica

tradlljcere A/tradtcere\b

Lac Z Lac Y Lac A
B-galactazidaza B-galactozid- B-galactozid-

permeaza transacetilaza




genalacZ — Proteina LacZ =3 —galactozidaza \

CH,0H

lactoza glucoza galactoza

[ genalacY — Proteina LacY =[5 — galactozid — permeaza ]

o Lactoza

QAL
QLLS

citoplasma

FvyY Y U

RRRL | et
Q Q Q @ celulara

[gena lac A —>Proteina Lac A = 3 — galactozid - transacetilaza ]

- transfera o grupare acetil de la acetil-CoA la legatura B-galactozidica

- rol biologic inca necunoscut



Reglajul expresiei celor trei gene structurale lac Expresia este reglati atat pozitiv, cat si negativ

(LB SE A cand in mediu EXISTA GLUCOZA

(a) Represie bazata pe represor

1 dimer de Lac | = operatorul 01 . .
dimerii se atrag ___, Tetramer Lacl —) pyclj de represie

promotorul Plac nu mai
este accesibil ptr ARN pol

1 dimer de Lac | = operatorul O3

Dimerul represorului Lac |
atasat la cei doi operatori

—
N 7 9 \

lac

> Promotorul P,




(b) Proteina activator este inactiva

concentratie

ATP

AMP / cAMP

cand in mediu exista suficienta glucoza

timp

conc. citoplasmatica a ATP = MARE
conc. citoplasmaticd a AMP = MICA

proteina CAP = inactiva,
neexistand suficient cAMP



Paradoxul inductiei operonul LAC este exprimat chiar si in stare represata, dar la un nivel bazal

LEVIETRr A cand in mediu NU EXISTA / NU MAI EXISTA GLUCOZA

(a) Activare prin represia represorului

Nivelul bazal de expresie — intrarea in celula a unei mici cantitati de lactoza

OH
CH,0H CH,OH OH
reacti a OH O ?
tie secundara O, 7™~
. OH CH, HO
> + OH
oJ" o. 0
? OH HO
CH,0H : OH
it : OH o HO “'OH
actoza
:
allo-lactoza

galactobioza

allo-lactoza = inductorul operonului LAC



allo-lactoza se ataseaza la un dimer de Lac|

o009

allo-lactoza allo-lactoza
tetramer
Lac |

- Desfacerea buclei de represie

“spargerea” tetramerului Lac |

+
allo-lactoza _,

dimer dimer
Lacl Lacl

— allo-lactoza

C——>> ARN polimeraza se poate atasa la promotorul Plac

Plac

lac Z lacY | lac A I

3063 pb 800 pb 800 pb



(b) Activarea proteinei activator

cand in mediu scade conc. de glucoza

) conc. citoplasmatica a ATP scade
conc. citoplasmatica a AMP = creste

J

> proteina CAP este activata,
prin cuplare cu cAMP

[CAP ~ cAMP]

ATP

concentratie

AMP / cCAMP

v
fixarea subunitatii a-CTD la situsul UP din Plac

mlezul ARN oI
i +zo§’
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Reglajul exprimarii genelor la PK

3 — Operonu | ARA



O pe ro n u I ARA Arabinoza = sursa alternativa de Cin lipsa glucozei

» 6 gene structurale cotranscrise pornind de la promotorul PBAD

ara B, ara A, ara D I—> L-arabinoza > D-xilulozo-5-fosfat »—>— calea pentozo-fosfatilor

Arabinose

e S o

HCOH =0 (el C=0 ¢=0 Calea
HOCH > HOCH ——> HOGH <= HOGH = — | pentozo-fosfatilor
HO(liH Ho(l:H HO(IZH ) H(EZOH )

CH,OH CH,OH CH,OPO3 CH,0PO3
L-arabinoza L-ribuloza L-ribulozo-5-fosfat D-xilulozo-5-fosfat

Ara A =izomeraza; Ara B =ribulokinaza; Ara D =epimeraza

ara E, ara F, ara G > proteine membranare — transportului activ al Ara catre interiorul celulei

» 1 gena reglatoare transcrisa monocistronic, de la propriul promotor (PC)

ara C—> Ara C = proteina reglatoare cu actiune duala

» 5 secvente reglatoare

operatorii ara Ol siara O2 — rol in represia genelor structurale

secventele ara l1siaral2 ——> rolinrepresia, dar si in activarea genelor structurale

secventa ptr proteina CAP activata [CAP ¥~ cAMP] — rol in activarea genelor structurale



M.arabinozé
J

~ '
. Activare
R'e p rie s i'®e.,, 3
“‘ L] ..* .. “
; vy Y
ara‘O1 ara 0, aral, aral,
| I
araC P lilEERGY araB ara A araD araE araF araG
) N \ A 4 .
“transcriere monocistronica \Pf Activare p transcriere policistronica v
: BAD
ltraducere y ltraducere
CAP-cAMP

Ara e JlAraA JaraD arae J Araf AraG)



Reglajul operonului ARA

1. cand in mediu NU exista arabinoza

transcrierea celor 6 gene structurale (de la promotorul P;,;) este represata - 2 mecanisme simultane

(a) Represie bazata pe functionarea proteinei Ara C ca represor

Tetramer de Ara C

1 dimer Ara C 2 ara 02
1 dimer AraC 2 ara O1

Y
Bucla de 1
represie tetramer Ara C

J

inchiderea unei bucle de represie

promotorul Py, nu mai este accesibil ptr ARN pol




(b) Proteina activator CAP este inactiva - similar cu op. LAC

ATP

cand in mediu exista suficienta glucoza

conc. citoplasmatica a ATP = MARE
conc. citoplasmaticd a AMP = MICA

concentratie

AMP / cAMP

proteina CAP = inactiva,
/ neexistand suficient cAMP

timp



2. cand in mediu exista NUMAI arabinoza transcrierea genelor structurale ale op. ARA trebuie activata:
2 mecanisme simultane

(a) Activare cu ajutorul proteinei CAP

[Glc] \I:> [AMP&CcAMP] /

cand in mediu scade conc. de glucoza

ATP ) conc. citoplasmatica a ATP scade
conc. citoplasmatica a AMP = creste

J

> proteina CAP este activata,
prin cuplare cu cAMP

[CAP ~ cAMP]

concentratie

AMP / cAMP

v
timp fixarea subunitatii o-CTD la situsul UP din Plac



(b) Activare cu ajutorul proteinei Ara C

Si operonul ARA este exprimat chiar si in stare represata - la un nivel bazal —intrarea unei cantitati mici de
arabinoza in celula

arabinozé.

*, Tetramer de Ara C

*

Bucla de

represie ‘ Al‘a C Al‘a C Al‘a C Al‘a C




Can o Ara C Ara C

[ a-CT
A

B up N aal, W aral, B TTGACA TATAAT
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Reglajul exprimarii genelor la PK

4 - Operonu | TRP



O pe ro n u I TR P Triptofan = aminoacid cu structura aromatica

AA esentiali — Phe, Tyr, Trp

fenil-alanina triptofan

tirozina




[Ceucine] [Valine ] [iso




Biosinteza AA aromatici

fosfo-enol-piruvat » Acidul shikimic
e
22}

Calea acidului shikimic




o
trp E E,.
antranllat fosfo-ribozil-
fosfo-ribozil-

sintaza transferaza

antranilat
acid chorismic acid antranilic \
o
8]

trp A I trp B ] : o
[ P id 5 fosfo-ri!oozil
~Trp-sintaza., . trp C -antranilat
0’: ““ \
indol-GP
sintaza
.." %, OH
» <
N ——
H MH

indol

indol-glicero-fosfat
L-Trp (indol-GP)



Opernul TRP Exista in toate/majoritatea celulele bacteriene (genuri, specii)

Sinteza de Trp € acid chorismic

Operonul TRP de E.coli cuprinde :

» 5 gene structurale—trp E, trp D, trp C, trp B, trp A, transcrise policistronic pornind de la promotorul Ptrp

» 1 gena reglatoare - trp R, in amonte, transcrisa monocistronic de la PtrpR
(la > 1000 pb de genele structurale)

proteina Trp R = represor pentru transcrierea celor 5 gene structurale

» 2 secvente reglatoare — de tip operator :

Otrp -n Ptrp, la el se ataseaza Trp R (dupa ce in prealabil a cuplat o molecula de triptofan)

OtrpR -in PtrpR, la care se ataseaza tot represorul Trp R

Trp R = represor multiplu, se atageaza la mai multi operatori —— ontroleazs exprimarea a 3 seturi de gene:

Denumire Pozitie Gena controlata
operator operator
otrp -23...-3 |(trpE..trp A

troR -12...49 | trpR

Gena aro H codifica una din primele 3 enzime
-49...-29 |(aroH N N . .. .
aroH implicate in biosinteza aminoacizilor aromatici




trp E

A

— ~
_____ Ptrﬁ La secv.codificatoare trp D trp C trp B trp A I 250 pb I .
0,4 t t
< trp  secv..
' necodif. transcriere policistronici
.': K\ /
f—)% I

Trp R activat
de triptofan

A AL
lTradl{cereT

antranilat- indol-glicero-P-
sintetaza sintetaza

Tre R acid acid

_ Trp-
sintetaza
indol- ‘
chorismic —— » antranilic —» —» —>» gliceroPp ——
Trachere

Triptofan

' monocistronica |

I Jiplis EtrpR
t

< OtrpR

o
..........................................



Reglajul operonului TRP
Operonul TRP = gene house-keeping
Operon de tip constitutiv - exprimat cu o rata ridicat3 fara procese de activare

Principalele modalitati de reglaj = de tip negativ = scaderea ratei de transcriere a celor 5 gene structurale

1. | Reglajul operonului TRP cu ajutorul represorului Trp R

(a) Cand in celula exista suficient triptofan

trp E
A
_____ - ™ -
Ptr La secv.codificatoare trp D trp C trp B trp A
_____ : "
Otrp 5

SO
)
|
Trp R

Trp R activat
de triptofan \

(b) Cand in celula NU exista suficient triptofan

Fara , nu se poate atasa la O-

trp




2. | Reglajul operonului TRP prin atenuare transcriptionala

transcriere . . .
Secv. necodif. a primei gene struct. (trp E) » transcript ARN bogat in UGG — codoni ptr Trp

ARN transcript al secventei necodificatoare a genei trp E

5' 3'

| A A J . J
~" ~" ~" ~

regiunea 1 regiunea 2 regiunea 3 regiunea 4

datorita unor complementaritati intra-catenare, se pot forma, alternativ, doua structuri in ac-de-par (hairpin)

5' 1 2 3'
* \ [
<€--- Structuriin ac-de-par ARN traniscript
2 3 3 4
ARN transcript
! Structurd in ac-de-par ~~~~ %>
1 v 4
5' 3'

conformatia| a conformatia| b




m traducerea informatiei genetice din ARNm incepe inainte de terminarea transcrierii
traducerea este aproape simultana cu transcrierea

viteza de traducere si, deci, viteza de avansare a ribozomului pe secventa Leader depinde direct de
concentratia celulara a Trp

(a) Cand in celula NU exista suficient triptofan

[] \ > [ ARNttrp~TRp ] \ I rbz are viteza mica pe L

DI Structura in ac-de-par
Conformatia de transcriere completa

3
ac-de-par intre regiunile 2 si 3

ARN transcript




(b) Cand in celula exista suficient triptofan

[] / > [ ARN.'P ~ TRP ] / W rbz are vitezi MARE pe L

m

Conformatia de
ATENUARE TRANSCRIPTIONALA

ARN transcript

ac-de-par intre regiunile 3 si 4

o n o Transcriere abortiva
Structura in ac-de-par

cu functie de atenuator--~
al transcrierii genetice

Reglajul bazat pe Trp R ,,simte” variatiile mari ale concentratiei celulare de triptofan

Reglajul bazat pe atenuare transcriptionala ,,simte” chiar si variatiile minore

Reglajul prin atenuare transcriptionala exista la maj. operonilor de biosinteza a AA

la fiecare operon, secventa L = codoni ptr AA respectiv



