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Introducao

* Nucledide: DNA cromossomal, proteina e RNA
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* Organizacao do nucledide mediada por:
— Superenovelamento do DNA
— “Macromolecular crowding”
— NAPs: nucleoid associated proteins

— tsEPODs: transcriptionally silent Extended Protein
Occupancy Domains — promotores fracos ou
silenciados por proteinas associadas?



Regides transcricionalmente ativas na periferia
do nucledide, engatadas por “transcription
factories” ou foci

Transcricao pode ocorrer em regioes
particulares

Posicao do gene ho cromossomo e sua
organizacao espacial podem ser importantes
no controle da expressao génica

Estudo com camundongo: niveis de expressao
variaram mais de 1000x, e refletiam o
ambiente local no cromosso



Objetivo

* Efeito da posicao de gene no cromossomo em
E. coli, inserindo um marcador em diferentes
posicoes do genoma

* |dentificar outros fatores que podem
influenciar na expressao génica



Materiais e Métodos

* Cepas e plasmideos

Table S1. E. coli strains used in this study

Strain Description”

MG1655 E. coli K12 strain

BRY09  Derivative of MG 1655 carrying a kan gene and lac::gfp
fusion at position 72143 bp (thiQ locus)

BRY11 Derivative of MG 1655 carrying a kan gene and lac::gfp
fusion at position 4342915 bp (mel locus)

BRY13  Derivative of BRY09, from which the kan gene has been
removed. Position 72143 bp (thiQ1 locus)

BRY15  Dernvative of BRY 11, from which the kan gene has been
removed. Position 4342915 bp (mell locus)

44 cepas

Origin
4)
This study

This study

This study

This study



* Construcao dos plasmideos recombinantes

— pKHS lacl lacZ lacZ
— Troca lacl e lacZ
— PCR promotor lac de l s l l

I-scel

gDNA de E. coli K-12 | — |?|rw >

FRT FRT |
EcoRI

— Clonado no reporter

— Sitios de restricao I-scel
— Clonado em pDOC-C
—pJB
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https://www.neb.com/products/r0694-i-scei



Recombinacao cromossomica

— Transferéncia do promotor lac::gfp para os loci alvos a partir de
pJB

&, Insertion sife
72143 bp
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— Co-transformacao de E. coli K-12 MG1655 com o
pJB doador e pACBASCE

— Integracao do fragmento no cromossomo atraveés
do método “gene doctoring” = sistema de
recombinacao que utiliza dois plasmideos pra
modificar os cromossomos de E. coli

— Screen por PCR de colonia
— BRY+nUumero

— Excisao do gene de resisténcia a canamicina com
flippase recombinase

— Screen para confirmacao



 Ensaios de fluorescéncia
— Crescimento bacteriano

- 16h, 37°C
* Diluicao até OD,,=0,3

—Incubacao

- 370C, OD620 - 0,4'0,5
- 250ul em plate de 96 pocos, estéril, preto

- Medicao: Fluorescéncia em c.o. de excitacao de 485nm e
de emissao de 510nm por tempo de integracao de 1s com
fluorimetro

— 3 réplicas para cada experimento, repetida pelo menos 2x
— Controle: E.coli K-12 MG1655, sem fluorescéncia detectada



* Quantificacao de cépias do gene
— qRT-PCR: dosar gfp em diferentes cepas BRY
— Extracao de gDNA lac

asl
oriC

fam

— Concentracao do DNA com espectrofotometro

— Quantidade relativa de gfp determinada normalizando valores
de C; para o gene de referéncia bglB.

— Quantidade de copias de gfp relativo a locus tam =
guantificacao do gene

— Cada reacao repetida pelo menos 3x pra cada réplica para
gerar média e desvio padrao para cada experimento



http://www.nature.com/nprot/journal/v3/n6/images/nprot.2008.68-F1.jpg e

Imunoprecipitacao de cromatina e analise de gPCR

Quantificar ocupacao de RNAP no gene gfp em
diferentes cepas BRY

— Anticorpos contra subunidade B-RNAP
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Isolamento do RNA e qRT-PCR

— Isolamento do RNA total: RNA later solucao de
estabilizacao e RNeasy Mini kit com digestao por
DNase | na coluna

— RNA total — transcricao reversa com kit de sintese
tetro cDNA, com oligonucleotideos especificos

(bglB e gfp)

— cDNA — template em gPCR com master mix SYBR
Green

— Niveis de expressao relativa do gene alvo gfp



* Avaliacao da DNA girase
— Eletroforese em gel de agarose com cloroquina

— BRY35 com pBR322 em meio minimo com
ampicilina e novobiocina em diferentes
concentracoes

— DNA plasmidial purificado

— Eletroforese em gel 1% agarose e 2,5ug/ml
cloroquina em tampao 2% TBE por 24h a 3V/cm
NO escuro

— Remogao da cloroquina com H,O destilada por 2h
— Brometo de etidio



* Ensaio de a-galactosidase

— Delecao do promotor lac wild-type nas cepas BRY15 e
BRY37 — eliminar interferéncia da Lac permease

— Cepas resultantes (BRY75 e BRY 79) crescidas por 16h
5ml meio M9 a 30°C

— Diluicao de 100x em 5ml de meio fresco para OD,
~0,03

— Cloranfenicol para cessar producao de proteina

— 100uM IPTG ou 0,2% melibiose - inducao transcricao
melAB

— Medida c.0. em OD,,



Resultados
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* Niveis de expressao
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* Quantificacao de copias de gene
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* Efeitos da posicao na transcricao
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* Baixa expressao devido a silenciamento em
tsEPODs
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e Supressao foi devido as propriedades intrinsicas
dos tsEPODs?

B Replacement sites

Insertion site
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* Influéncia da DNA girase
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* Expressao de genes vizinhos influencia promotores
“downstream”
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Discussao

Meios minimo de nutrientes limita variacao da
guantidade de genes para um maximo de 1.4x

Elementos nao-codificadores e nao-reguladores
para minimizar rompimento de processos
cromossomais locais

Reporter cassette pequeno comparado as sondas
utilizadas em outros estudos

Expressao génica varia de acordo com o local de
insercao dentro dos mesmos macrodominios, e
gue tanto eles quanto regides nao estruturadas
apresentam regioes de alta/baixa atividade



Variacao da expressao dependente da posicao
ocorreu somente em funcao da transcricao de gfp
derivado do promotor lac

Niveis de expressao génica dependentes da
posicao podem variar ~ 300x

Diferencas substanciais na expressao podem
existir dentro dos genomas bacterianos

Posicao gendmica dos tsEPODs estao
relacionadas a regides do cromossomo com alta
ocupancia de NAPs: centro organizacional do
nucledide



Silenciamento em tsEPODs: ligacao de um NAP em
particular, uma combinacao de NAPs ou da
arquitetura do DNA?

Transcricao reprimida devido as caracteristicas
intrinsicas dos tsEPODs, nao por conter
promotores fracos

Reminiscente de dominios associados a lamina
nuclear em eucariontes

Baixa expressao em outros loci:

— Ycb: ~500bp de tsEPODs

— dkgB: inserido “downstream” de operon ribossomal
que provavelmente tem alta expressao

— thiQ: ?



N Expressao em asl e nupG: dependente da
atividade da DNA girase

* Transcricao do reporter impacta na expressao
de genes vizinhos, mas nao quando esta
localizado “upstream” com promotor no
sentido da transcricao

* Impacto na habilidade de transcricao da RNAP
downstream? “Twin supercoiling domain
model



Conclusao

* Diferentes mecanismos responsaveis por
variacoes na expressao génica

* Mais estudos: dinamicas espaciais e temporais
do nucledide e dos mecanismos identificados

 Demonstraram grande diferenca na expressao
génica de acordo com a localizacao no
Cromossomo — POosicao € mecanismo
regulatorio de genomas bacterianos
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