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Ciclo vitale fago Lambda A

Quando il fago lambda infetta una cellula batterica puo scegliere di
seguire un ciclo litico o un ciclo lisogenico

DMNA ~@ Il virus si attacca alla cellula Cellule figlie con
& Fagico “"E Eﬁﬂtp e vi inietta il proprio / provirus Profago: Fago Temperato
o forma
Estremita Sito cos :

Estremita coesive o il suo
coesive L o 10soma
= T 4 Y, Alllinterno della cellula, le 550 i
o _ P ¢ ¥ estremita si appaiano 3l

Il DNA virale a doppia elica entra ¢ originando una molecola di
nelle cellule batteriche durante e r . DNA circolare e il
I'infezione come molecola lineare el =0
e - SR BB AR i ;A - _rato se
: - Alcuni fattori Il batterio si riproduce ru:urrnalmente conosce come Dbatterio

AL lar

Cicli ripetuti di rephcazuon&
con il meccanismo del P A feEe &

cerchio rotante < .5 b prolungars
Concatameri di copie di DNA virale / = :nerazioni

> '\'v\f

VIR W W T W W W T R W I e e



Ciclo vitale fago Lambda

> N

Ciclo LITICO Ciclo LISOGENICO

La scelta e regolata da una serie di eventi e da proteine
regolatrici che agiscono in trans su una regione del genoma del
fago lambda chiamata regione di controllo



Genoma Fago Lambda

Hecombination  Controlregion Replication  Lysis &tail

, gam
int :Ei%d

att cill N

La regione di controllo ( o regione
di immunita) contiene i geni che
codificano per le proteine che
regolano l'entrata nei due cicli:
litico e lisogenico
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Ciclo Litico

e Si esprimono in successione temporale tre
gruppi di geni:

* Geni precoci immediati (geni N e cro)

* Geni precoci ritardati (cll ,0, P e Q),(clll, Xis e

Int)
 Geni tardivi

La regolazione della loro espressione
temporale avviene attraverso un
meccanismo di anti-terminazione (a
livello della terminazione della
trascrizione)

Recombination

Late control
Controlregion Replication

Virus head
Lysis &tail

att S i N o cro cllOP|Q

m
irt g:‘ad

Stops host cell
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Regione controllo o di immunita

2 geni:

* ¢l (repressore di Iambda)

CroO ( control of repressor and other things)

Questi due geni controllano in modo
mutuamente esclusivo la trascrizione nella
regione controllo.

P.: Responsabile della trascrizione verso destra
del gene precoce immediato cro

P, : Responsabile della trascrizione verso sinistra
del gene precoce immediato N

P, e P, sono dei promotori forti e costitutivi che
legano la RNA pol e non hanno bisogno di altri
fattori di trans-attivazione

Late control  viryg head

Recombination  Controlregion Replication  Lysis &tail

m
it
att” .-EE"L"H d ao clorla A

Fie 11 PLop PryPg t Pee 5F:_'-tF Pe' ks cos

- ..
i origin

Pry: E' un promotore debole che ha bisogno di un
attivatore per reclutare la RNA pol e trascrivere la
molecola repressore codificata nel gene cl.

Quando questo promotore e attivo nel ciclo
lisogenico esclude la funzione di ogni altro
promotore del fago.




Inizio ciclo Litico dopo l'infezione:

geni precoci immediati

* Dopo l'infezione si attivano Pg e P, , che iniziano subito la trascrizione
dei geni precoci immediati N e cro dando inizio al ciclo litico

Geni N e cro codificano per regolatori della trascrizione che
operano sulla terminazione (N) o inizio (cro) della
trascrizione. Questi sono orientati in modo divergenti e per
qguesto trascritti sui 2 diversi filamenti della doppia elica.

Dopo i geni N e cro ci sono 2 terminatori della
trascrizione che sono attivi i primi minuti del ciclo litico e

Promotore LEFT

Promotore
RIGHT

Late contral Virus head

causano la terminazione della trascrizione di queSti Hecmmbin:::n Control region Hephcaﬂ.r:m f_ysm &dtail
trascritti. ™ @dw v dorle B
Pre %t PLO. PruPa wiPre e cos

t., .

O
- origin



Inizio ciclo Litico dopo l'infezione:
geni precoci immediati
* || gene N codifica per |a proteina pN.

 pN & un antiterminatore che evita (inibisce)
la terminazione della trascrizione dello stesso
operone e anche del operone contenente il

gene cro

Anti-terminatori = Specifiche proteine che consentono alla
RNA polimerasi di continuare la trascrizione attraverso il

sito di terminazione

Puo continuare l'espressione dei
geni precoci ritardati a valle in

ambedue direzion — | rascrizione in assenza di pN
Trascrizione in presenza di pN




Modo di azione degli antiterminatori

Antiterminatore pN

La pN forma un complesso ribonucleico sulla RNA pol
evitando il riconoscimento del terminatore

La proteina N utilizza nut sites (N-utilization sites)che si
trovano al interno della unita di trascrizione e che
precedono il terminatore sul quale la proteina N deve
agire evitando la terminazione della trascrizione

La proteina pN gia trascritta e tradotta interagisce con la
sequenza nut del RNA e si lega alla RNA pol insieme ai
fattori batterici del «complesso Nus». Questa associazione
porta al non riconoscimento del terminatore e |Ia
trascrizione puo continuare

A

clil

A

cl

Y
A

nut

QCPLIBOVOAONK



Sequenze nut

Le sequenze nutL € nutR sono sequenze
palindromiche lunghe 17 bp

5' AGCCCTGAARAAGGGCA
TCGGGACTTYTTCCCGT 5

1  PRM I [
— : :
i <_| pL i i [
: OL | : :
sib (tI) -attP-int-xis = = = cIIl tL1@ ¢l cro R1 -cII-0-P-ren-tR2-Q tR”
OR: I
- =
PR —pR

Il sito nut si trova sia nel operone di sinistra (sul gene N, nutL) che
su quello di destra sul gene cro (nutR)



Inizio ciclo Litico dopo l'infezione:
geni precoci ritardati e geni tardivi

» phage
48,502 nucleotides

A valle di cro troviamo i geni precoci
ritardati : cll (attivatore promotori deboli)
eO, PeAQ.

La proteina Q € un anti-terminatore che
permettera la  prosecuzione della
trascrizione dei geni tardivi che sono
quelli strutturali della testa e coda, e quelli
che codificano per l'enzimi responsabili
della lisi della cellula.



Modo di azione degli

° ° ° A PR'
anti-terminatori Q — /iGN
Anti-terminatore pQ :Bl
Non riconosce una sequenza sul RNA, ma una sequenza sul 3¢ ~ GBE -0 sOPE PPt %Ema cependent

RNAP holoenzyme binds promoter and initiates transcription

DNA chiamata QBE (Q binding element ) situata all’interno del

promotore dei geni tardivi fra le sequenza -35 e -10. =T

m‘@ﬁﬁ

I meccanismo per il quale pQ permette continuare la -5 QBE -10  SDPE
trascrizione non e chiaro. i modelli proposti suggeriscono che e l RNAP holoenzyme escapes promoter and engages pause site

tramite il fattore o, in particolare il dominio ¢4 che si lega ad - -
un’altra sequenza a valle di -10 spostando la RNA pol, :I l R
modificando il suo nucleo catalitico e permettendo di % QBE 10 SDPE

l Q binds QBE and RNAP holoenzyme ("Q-loading complex")

. NusA

-35

trascrivere oltre il terminatore.

RNAP

QBE -10 SDPE

l Q and RNAP core escape pause site; o dissociates ("Q-loaded complex"

RNAP




Regione controllo o di immunita

2 geni:
* cl (repressore di Iambda)

* Cro ( control of repressor and other things)

Questi due geni controllano in modo
mutuamente esclusivo la trascrizione nella
regione controllo

3 promotori: Py, P, Pry

P.: Responsabile della trascrizione verso destra
del gene precoce immediato cro

P, : Responsabile della trascrizione verso sinistra
del gene precoce immediato N

P, e P, sono dei promotori forti e costitutivi che
legano la RNA pol e non hanno bisogno di altri
fattori di trans-attivazione

Late control  viryg head

Recombination  Controlregion Replication  Lysis &tail

att

int

dior|a A

" I::IE: I ] .

1Pee ke Prlils cos

origin

Pry: E' un promotore debole che ha bisogno di un
attivatore per reclutare la RNA pol e trascrivere la
molecola repressore codificato nel gene cl.

Quando questo promotore e attivo nel ciclo
lisogenico esclude la funzione di ogni altro
promotore del fago.



Promotori ed Operatori Fago A

“‘IIIIIIIIIIIIII.

N cl
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cro

Ciclo litico |

N cl
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Ccro
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Ciclo lisogenico | A |
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Ci sono tre siti Operatori sovrapposti ai Promotori:
ORll ORZ; OR3

“IIIIlllllIIIIIIIlllllIIIIIIIlllllIIIIIIIlllllIIIIIIIlllllllllllllllllllll..

.0‘ L 2

A D) PRM PR ¢‘

: ' | =

cl . cro

. Ors Oro Or1

B - .
: (-2 P *  mRNA dicro
. | | | | . r—»

: l :
TTTTGTGCTCATAEGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AATATC AhCACCGTGCGTGTTGACﬂATTT ACCTCTGGCGG GATAATbG!TGCATGTACTAA
AAAACACGAGTAThCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCC CTATTACC&ACGTACATGATT

. E—

L ]

PR % —10 Ora —35 Ore —35 Ori —10

mRNA di ¢/ ‘e o*

..lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll“



Late control  virus head
Recombination — Congrolregion Replication  Lysis &dail

Promotori ed Operatori Fago A )

Pam Pg
cl ' cro
ORa ORro OR1
Pam Pr mRNA di cro

TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AA’TATC AACACCGTGCGTGTTGAC'FATTT ACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAA
AAAACACGAGTATGCAATTTAGAT)AGTGGCGTTCCCTA TTATAG TITGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCCACTATTACCAACGTACATGATT

<—J L—_ﬁl Ops “_—:35'I Orz | _35 OR1 - —10
mRNA di c/
Ogni O € lungo 17 pb. Vengono legati dalle proteine cl e CRO

* Ogni promotore ha la sequenza canonica coniisiti -10 e -35.

* Gli operatori Og,;,0g, € Og; hanno sequenze simili ma non identiche

* Ogni Operatore ha una diversa affinita per il repressore Cl e per Cro.
* Loperatore Og, si sovrappone alle regioni -35 dei 2 promotori Py, e Px



Legame della Proteina Cro negli operatori

* Cro e un repressore del ciclo lisogenico regolando anche lui la
regione di controllo.

* Si lega in forma di dimero alla regione di controllo del DNA
attraverso una regione HTH, riconoscendo la regione a-elica R ( di
riconoscimento) il solco maggiore del DNA.

Affinita: OR3>0OR2=0R1

Regione HTH

cl ‘ cro

a-elica R \@ }f’/,« a-elica R

S ‘0\ k\w"/ @ '74: . ORs Oro Ok
» e Pen Pq mRNA di cro
3 b X 3 ” .
N " . » £ |

Y 1 { | r \ \' 1 r
¥ L AN\ p . [—V
VI ‘." \ \ \ \‘ '4" g TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AA'TATC AACACCGTGCGTG'TTGACTATTT ACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAA
. N L1 . 4 ,\ i \r: | AAAACACGAGTATGCAATTTAGAT}AGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGA’TAAA TGGAGACCGCCACTATTACCAACGTACATGATT
\ \ L
2 PR —10 Ors —35 Ore 35 Ori —10
= mRNA di ¢/

Amaldi et al. Biologia Molecolare 2° edizione 2014



Affinita del repressore A e Cro per gli operatori

Gli operatori Og,,0g, € Og3; hanno sequenze simili ma non identiche che determinano che il
repressore Cl e Cro si leghino con diversa affinita.

» |l repressore Cro ha una affinita 10 Cro Affinita: OR3 > OR2,0R1
volte maggiore per Og; che per gli e

altri OR.

» A differenza del repressore A, Cro non
crea legami cooperativi. Questo e
dovuto alla sua struttura che non
induce tetramerizzazione

> |l legame di Cro al Oy, 0 O, avviene in
modo aleatorio non dipendente della
affinita. .

> Aumentando la concentrazione di Cro -
Ci Sa ré || |e game con tutti g|| Operatori: AIZ<_JWT:,:AOR3 goTA _35%*_35 A ?2212Zfiéiﬁl‘éfzgliillimmm
AUTOREGOLAZIONE NEGATIVA. Fig1033 "

Amaldi et al. Bioloaia Molecolare 2° edizione 2014

Ora ORro ORi

Concentrazione di Cro crescente
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Trascrizione di cro dalla regione di controllo

* Dopo l'infezione il promotore Py ¢ libero FOOOTESOIGVOWGBOOIX
e per tanto puo essere attivato trascrivendo cro x
Sito di piu affinita ) m POOK
per Cro s @ 1 1
= ‘ : : cro
Ors Ok Ori
>
Prm Pr mRNA di cro

\ [ \ (‘—"
] [ '
TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AATATC AACACCGTGCGTGTTGACTATTT ACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAA
AAAACACGAGTATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCCACTATTACCAACGTACATGATT

|
) —10 Ors —35 Orz —35 Okt —10

mRNA di ¢/

cro si trascrive legandosi al Og; ed inibendo cosi la trascrizione da Py, (e per
tanto inibisce la sintesi del repressore Cl o A)




Legame del repressore A (Cl) negli operatori

Il repressore Cl o A, codificato dal gene cl, € il repressore del ciclo litico.

E’ costituito da 2 domini:
N-terminale e C-terminale uniti da una regione

. o,y Tetramerizzazione
linker flessibile - o
. /7 /\)\  Dimerizzazione
 Regione Helix-Turn-Helix (elica-giro-elica) che permette Vitker lassibiie
I'interazione con il solco maggiore del DNA a livello del T
operatore. s o
. . : : : .. ione regolativa
+ Regione attivatrice che interagisce con il dominio o4 della 9 9 ~ T
RNA pol. Questa regione e importante perché PRM e debole £
e la presenza di questa regione aumenta la efficienza della )
N-terminale
RNA pol. % =
A Pem P rr—
] o Legame al DNA
TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACC! CA::: iGAT AATATC A‘:ACACCGTGCGTGTTGACT?ATTT ACCTF;TGGCGGT AA'l:GG ‘GCATGTACTAA F i g. 10 ) 29
AAAA::EATGCAATT;&::?AGTGG;GR:TCCCTA TT»I%I’;[GYGG;I;:GCAC??;&TMA TGGAGI;:;GCCA»(?%}?CCAACGTACATGATT Ama/di et a/. BiOIOgia Molecolare 20 edizione 2014



Legame del repressore A negli operatori

Tetramerizzazione

C-terminale:
 Regione di dimerizzazione, condizione nella quale si
lega al DNA.
* Regione di tetramerizzazione, condizione che
permette il legame cooperativo del repressore con il

DNA. A Affinit?: 0R1>0R2P>0R3

>
5
o]
=]
>
o
=

TT CTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AATATC A}J\CACCGTGCGTG;TTGACTiATTT ACCTCTGGCGGTY
AAAACACGAGTATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCCACTATTQCCAACGTACATGATT

—J) = o o % 35 o —io

mRNA di ¢/

Il repressore ha una doppia funzione:

 Controllo NEGATIVO: Reprime la trascrizione degli altri

geni di lambda, e lo fa occupando i promotori.
* Controllo POSITIVO: Attiva la sua espressione.

Fig.10.30

C-terminale

Regione regolativa_

/ \ _Dimerizzazione

Linker flessibile

N-terminale

a-elicaR

Amaldi et al. Biologia Molecolare 2° edizione 2014

@ P

Legame al DNA  Fig.10.29

{: \‘ ccelicaR




Affinita del repressore A (cl) per gli operatori

Gli operatori Og,,0R, € Og; hanno sequenze simili ma non identiche che determinano che il
repressore Cl (e Cro) si leghi con diversa affinita.

cl (repressore A)

2
®
g
- Ors Oro
()
o}
A
O
ol =
2
=
® Ogs Oro
=
L
N
©
5
(=g
S B
c =
S B
\ 4 Ogs Oro

Fig.10.32

Amaldi et al. Biologia Molecolare 2° edizione 2014

>

>

)

Il repressore A ha una affinita 10 volte maggiore per Og,
che per gli altri OR.

A bassa concentrazione il dimero di repressore A lega
Og;-

Un leggero aumento in concentrazione del repressore
fanno che un dimero possa legarsi anche al Og,, evento
che e favorito della presenza del primo dimero nel Og, e
della flessibilita della regione linker che facilita la
formazione di tetrameri mediante la regione N-terminale.
Questa dinamica ha portato a definire il legame a Og, di
tipo COOPERATIVO ( alle stesse concentrazioni il
repressore non lega Og, se non é gia legato ad Og,)

A concentrazioni piu elevate il repressore cl si puo legare
anche al Og;



Trascrizione di ¢/ dalla regione di controllo:
autoregolazione positiva

XIROIGTOVOL,
Repressore A

Legame cooperativo dopo Og,
si lega tramite il N-ter al dominio o4

VAL A
della RNA pol e la recluta sul suo ,

Repressore A ha promotore. In questo modo attiva la Repressore A INR/\IIAKI\

bassa affinita propria sintesi: Piu alta affinita

Autoregolazione positiva

pY

CI cro Regione regolativa ‘
o o o
< R3 R2 R1 N_ter |
PRM PR mRBNA di cro Legame al DNA
| | | |
| ———
TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCACCGCAAGGGAT AATATC AACACCGTGCGTGTTGACTATTT ACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAA
AAAACACGAGTATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCCACTATTACCAACGTACATGATT
|
P —10 Ora —35 Orz —35 Ori —10
mRNA di ¢/

Il legame cooperativo provoca che il repressore occupi tutti e due operatori
OR1 e OR2 a concentrazioni relativamente basse

@ Tetramerizzazione

Og1

Dimerizzazione

7/ Linker flessibile

OR1



Trascrizione di c/ dalla regione di controllo:

Regione regolativa

\ Repressore di A

RNA polimerasi

CICLO LISOGENICO

cl OR3 ; ORQ OFH 7 cro

<

A livelli piu alti di repressore Cl interviene l'autoregolazione negativa

» Quando il repressore A occupa Og; e Og, blocca la trascrizione dal promotore P, e
in conseguenza la sintesi di Cro e la espressione dei geni a valle

» |l repressore Cl si lega al operatore di piu bassa affinita OR3 impedendo alla RNA pol
di trascrivere dal promotore P\, e impedendo cosi la sintesi d’altro repressore A



Legame cooperativo del Repressore A

Il legame del repressore Cl con Og, e Og, e di tipo cooperativo, mentre

Concentrazione direpressore crescente

SOV B U wUU | legame con Ogg  richiede una  concentrazione proteica molto
maggiore.
| % o o A valle del gene ¢/ (sulla sinistra, nel senso della trascrizione )
. esistono altri 3 regioni operatori : O 4, O, e O3 che sono uguali ma
l JUUoU DL s os s invertite a Ogy,Og, e Ogs e permettono il legame del repressore con la

L stessa modalita (dimero e cooperativo)

Reprossor totramars
bind cooparatively o
D1, 2, Onl and Ox1

01 0.2 03 0.3 042 051




Legame cooperativo del Repressore A

Reprossor totramers
bind cooparatively to
D1, 2, Onl and Ox1

| dimeri che interagiscono con Og; e Og, interagiscono
con i dimeri che hanno legato O;; e O, formando degli
ottameri che stabilizzano I'ansa formata conseguenza
della interazione.

0.2 03 0.3 0s2 0,1

Questa conformazione porta ad una vicinanza tra i siti
deboli Op; e O3 che possono legare in modo
cooperativo altri 2 dimeri del repressore. Questa
conformazione provoca che si blocchi la sintesi di Cl ad
una concentrazione ancora piu bassa (di circa tre volte
I'autoregolazione negativa) grazie al legame cooperativo.
Importante per I'induzione del ciclo litico in un batterio
lisogenico per lambda

Long.rsrge Cooperslivity
DNA loops and octamer

lorms between Ciand Ou |

*Transcription
continues at Pue

An additionsl totramer
binds cooperatively to
Qu3and Q32

*Transcriprion
halted 31 Paw




Trascrizione di cro dalla regione di controllo:
autoregolazione negativa

Aumentando la concentrazione
di Cro questa potra legarsi

CICLO LITICO AP, RNA polimerasi indistintamente a ORZ u ORl'
el (' Ops 1 O . /Or1 cro
l—pw X Il legame con O, blocca Ia

trascrizione dal Pz e in
conseguenza impedisce la nuova
sintesi di Cro.

RNA d- L] L] L) L] L)
Pew Pr - mwadeo Quando i livelli di Cro  si
TTTTGTGCTCATACGTTAAATCTATCAGCGCAAGGGAT AATATC. Kié)&é&é?éé&?é?ﬁéAcﬁAnr ACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGCATGTACTAA | g b b assano Ia SC | ano I | b ero e
_ AAAACACGAGTATGCAATTTAGATAGTGGCGTTCCCTA TTATAG TTGTGGCACGCACAACTGATAAA TGGAGACCGCCACTATTACCAACGTACATGATT
T N 3 ___ ‘ L ] ] ) ) . .
— 0 O 3% O  —35 Om 10 accessibile il Og, per il legame

del repressore A




Basi strutturali della differente affinita

REFRE - Ul CREO

o

‘Arm

TACCTCTS
A GEAGALL

D,
&W
“‘“’a’r{g% gﬂ%gem{ 3
L-NYZAN- £a\

TATCTCTT
ATASSEARD

= "l"

| repressori Cl e Cro hanno una affinita
opposta per le regioni O,

Gli Or mostrano delle sequenze molto
conservate.

Le loro sequenze iniziano per A-T in posizione
2 e C-G in posizione 4. Saranno queste
sequenze le responsabili di legare tutte e due
proteine a tutti e 3 operatori.

Esistono pero delle differenze all’interno
della a-elica R e sequenza di riconoscimento
che possono aumentare la specificita e forza
di interazione.



Ciclo vitale fago Lambda A

La scelta di seguire un ciclo litico o un ciclo lisogenico viene
inizialmente regolata da cl e Cro

DMNA 2 Il virus si attacca alla cellula Cellule figlie con
o Fagico ‘« ospite e vi inietta il proprio / provirus
%5 % DNA
/ % Divisioni cellulari ripetute
1: - Il DNA fagico producono una larga
i e A \circolarizza popoldzmnp di batteri

infetti
Repressore Cl o A:
Reprime il ciclo litico

portando al ciclo lisogenico

Occasionalmente, un profago
esce dal cromosoma batterico
iando un ciclo litico

e

’f’”‘% _;\;\s CICLO LITICO CICLO LISOGENO @f/jfs@
’N A f_,.‘?" : >

Repressore Cro: malmente,

Hepe S nettendolo
SLemInALe 5 * Reprime il ciclo lisogenico per
un Ll‘
andare verso il ciclo litico

Wi Fw / i

La cellula va nu:mntru lisi e
rlascia |

.- 3 £ v -
& o € % o Litico o Lisogeno
&R X
Muovo DNA fagico e proteine vengono Il DMA fagico si integra nel cromosoma

sintetizzati ed assemblati in virus fagici batterico, divenendo un profago



Inizio ciclo Litico- lisogenico dopo infezione

cro, a second Regulator of A
repressor repressor and integrast p—

| Jiinests Cll (codificato da cll):
lator of *"SPTESSOT | [ Phage DNA replicat e un attivatore della trascrizione per promotori
genes oll . . . o . oy
a0 p Geni precoci deboli che hanno bisogno di un controllo positivo.

N

W E’ il fattore che decide se andare o meno sul ciclo
TN

. ritardati I .
/ % isogenico.
L ome ) Clll (codificato da clll):

O, PL Op. PR p / <
AQ /
/

i y
Early promoters P
and operators Late gene ,ne”

— e una proteina che protegge Cll della degradazione

» La sintesi di Cro e Cll inizia dal promotore forte Pg.
» Cll va a legarsi a monte (sito di legame di Cll) di un promotore a valle di

)
Y

e - cll che trascrive verso sinistra: Pge ( Promoter for repressor establishment)
Prm | | Pr Pre -
cl —on stodi 3 CJI recluta la RNA pol su Pgced usa come stampo il filamento opposto a
legame o )
aret quello usato per la trascrizione di Cro
o 2 » Promuove (innesca) la sintesi delle prime molecole di Cl prodotte dopo
Feml | Pa ) | ' Pae || I'infezione
vl On J Sito di - _ . . .
< esame  » Una volta sintetizzate abbastanza molecole di Cl questa puo legarsi a O €
\ O, attivando la propria sintesi da Pgy,
1l N o . . oo o
T p—— : = > |l promotore debole Pg,, adesso pud mantenere la sintesi di Cl iniziata,
“\  Jon Sito di ma non la pud innescare
di Cll

(



Promotore Py,

bound by

M
Cll alone

bound by CIl + polymerase
< > % >

AVAY AVATAAN /4
50 —40-30 -20 -10 | +10

Startpoint
Usual Usual
sequence sequence
at -35 at-10
TTGACA TATAAT

GCAACGCAAACAAACGTGCTTGGTATACATTCATAAAGGAATCTA
CGTTGCOBITIGTTTGCACGAACCATATGTAAGTATTTCCTTAGAT

Ha una sequenza -10 molto diversa della sequenza canonica

La sequenza -35 manca (non identificata)

Questa struttura non ottimale del promotore richiede la presenza di
Cll come trans-attivatore positivo.

» Lefficienza di trascrizione di Cl da Pg: € molto piu alta della efficienza
ottenuta da Pg,, evidenziando la necessita primaria di sintetizzare
molecole di repressore Cl per competere con la proteina Cro per i siti di
controllo.

* Esiste la necessita di esprimere con moderazione il repressore da Pgyy,
in modo da permettere una eventuale ripresa del ciclo litico se
necessario

Y

[ cro cli

Prm| | Pr Pre
cl T Sito di
R
legame
di Cll
] cro cll
Prm| | Pr i Pre
\cl e J Sito di
R
< legame
\ di Cli
cro cll
Prm| | PR | | Pre

cl o) Sito di
R legame
diCll



Regolazione ciclo litico-Lisogenico : Cl

LISOGENICO C” LITICO
Batteri deboli e Batteri sani
metabolicamente poco attivi Le proteasi sono piu abbondanti e

Le proteasi sono meno abbondanti e degradano Cll inducendo il ciclo litico

permetteranno I'accumulo di Cll
La|proteasi FtsH,]codificata dal gene hfl, degrada
specificamente ClI

Cll

Protegge Cll della degradazione essendo Clll un inibitore di
FtsH su Cll, e in questo modo competendo per la proteasi




Regolazione ciclo litico-Lisogenico : Cl

Ciclo Cicl
LISOGENICO ‘ Ic1o

-

Cll attiva altri 2 promotori @

Regola la trascrizione del gene int
(integrasi) che promuove la
ricombinazione sito-specifica tra i siti di
lambda e di E.coli per permettere
I'integrazione del genoma virale in quello
batterico.

LITICO
ClI

'attivazione deIinduce la sintesi di una
molecola antisens6 RNA di Q (antiterminatore
che permette proseguire con il ciclo litico).
antisenso silenzia la sintesi di Q e in
conseguenza il ciclo litico finche CI lo blocca
completamente (conseguenza: va verso ciclo
lisogenico)

cro, a second Regulator of A

repressor repressor and integrase
\I 'synlhesm
Regulator of A repressor \ ,'I' Phage DNA replication proteins
early genes
Stabilizer of o s p
cll protein Regulator

late genes

Stops host cell

division and
recombmat:o;\k”
¥

Lys
Phage SR
recombmalxon"—(cxg R,
proteins
Early promoters Nul

Excisionase, yjs
integrase

and operators Late gene .,¢
promoter

int



Controllo dell’integrazione e
dell’escissione del fago

division and ~__ clli
recombination “\\}“_1

Phage = g}l

recombination<——exo
proteins

’ regolato da:
sy 3> proteina Integrasi (codificata da int )
» proteina escissionasi (codificata da xis)

Excisionase, ¢
integrase

int

k | 4!

La integrasi € la ricombinasi implicata nel processo d’integrazione del DNA
del batteriofago (sono coinvolte altre proteine batteriche e fagiche)

| siti di ricombinazione sono chiamati siti att: attP si trova sul DNA del
fago; attB sul genoma batterico (di 15 nt)

Dopo lintegrazione si formano altri 2 siti che fiancheggiano il DNA del
profago chiamati attL e attR

L'integrazione ed escissione del fago nel cromosoma batterico e

egration and excision require recombination

Phage DNA
attP

POP'

BOB'
attg

Bacterial DNA

Integration requires
Int & IHF

Excision requires
Int, Xis, & IHFFjs
BOP' POB'

attL = altR
attext wow €gIO co Prophage @i



Controllo dell’integrazione e
dell’escissione del fago

La espressione di queste geni devono essere regolati :

1. Andando verso il ciclo lisogenico Excisionase, s A Early pr¢

- / and op
integrase e ohi
int 21
|

2. Andando verso il ciclo litico — att

3. Dopo irradiazione con raggi UV durante il ciclo lisogenico



Controllo dell’integrazione e dell’escissione
del fago: verso ciclo lisogenico

P

2O

- - Richiede 1Int

/ lXiS

Il Pi viene attivato da Cll inducendo la trascrizione
di una parte di xis e della intera sequenza di int che
si ferma in un sito di terminazione a valle di int.

Il risultato e alta produzione di Int che permette
I'integrazione

Dal promotore P, si puo indurre I'espressione di Xis e
Int, ma il Pi ha una maggiore efficienza che porta a
livelli molto piu alti di Int favorendo l'integrazione



Controllo dell’'integrazione e dell’escissione
del fago: ciclo litico

=

- Richiede

lint
{ Xis

Nucleasi
sconosciuta

PN}

Presuppone che Cll non & molto attivo rimanendo il
P, principale promotore attivo.

Il trascritto induce la sintesi di N che agendo come anti-
terminatore permette la trascrizione di xis e int, e anche la
regione sib. Nel mRNA di sib si forma una forcina che va
incontro ad una degradazione sequenziale da parte della
Rnasi lll.

La degradazione comincia nella regione piu vicina ad int
essendo per questo degradata prima di xis. Come risultato
c’e piu xis che int, favorendo la escissione.

Questo fenomeno si chiama RETROREGOLAZIONE ed € un
controllo post-trascrizionale



Ciclo
lisogenico

Induzione del ciclo litico dopo raggi UV

V4

- - DNA double strands

ﬂ DNA damaget
Raggi UV ‘

DSBs—>ssDNA

=) ﬂ
=
@%— RecA-ssDNA filament
T RNA Pol
8 6o & & \. . ﬂ LexA autocleavage
= & g 5 % LexA dimers
— S induces O O OO RNA Pol
@) B
o SOS box— SOS genes » ———7 SOS box — SOS genes#
.L_) / ; synthesizes
A ﬂ DNA repair
/é"«i A ("’ ‘\?‘
S, =@
- 1({.,:7.'7‘ :“‘ O Q
1 :F..', y ‘-,'r‘,
) Ty
7 L3¢
v -

Risposta al danno SOS (Post-replication Repair PRR )

Dopo irradiazione il DNA soffre dei danni
che lasciano regioni di ssDNA e
aumentano la concentrazione della
proteina RecA

La proteina batterica RecA ha una alta
affinita per il DNA a singolo filamento,
ricoprendo le estremita 3 e
determinando la sua attivazione (di
RecA).

In su forma attiva RecA si lega alla
proteina LexA, la quale normalmente
agisce come repressore sul operatore dei
geni SOS nella regione «SOS box».

Il legame RecA-LexA induce l'attivazione
di LexA che si auto-degrada mediante la
sua attivita proteolitica. In questo modo
si libera la SOS box e si trascrivono i geni
SOS che servono a riparare il DNA



Ciclo
lisogenico

Ciclo litico

Induzione del ciclo litico dal lisogenico

Risposta al danno SOS (Post-replication Repair PRR )
e inizio ciclo litico
Il repressore di lambda ( codificato da c/) si & evoluto per assomigliarsi a

LexA diventando un bersaglio di RecA, che induce l'attivita endoproteolitica
dell'estremita C-terminale del repressore inducendo il taglio il repressore

nella regione linker




Induzione del ciclo litico dal lisogenico

La separazione dei domini N- e C-terminali abolisce la dimerizzazione e il legame
cooperativo. | soli domini N-terminali non sono capaci di legarsi agli operatori in
modo efficace e nel giro di poco tempo non sara piu presente repressore

funzionale.

Sintesi di Cro: Ciclo litico

A \ Reprosser tetramars
» - bind cosparatively to
N1 ReCA 1,02, On and Onl
[2\{=] . I
,' . 4,
03 02 04 01 02 03 0.3 0x2 0,1

Ciclo lisogenico

>
. " /

riprendere la sintesi di Cro che a sua

volta inibisce la sintesi del repressore Y

(CI)
Il legame cooperativo e la bassa concentrazione di repressore permettono una
rapida transizione dal ciclo lisogenico al ciclo litico permettendo al fago l'uscita
veloce da un batterio danneggiato.

Om 0R2 OR1 ) cro

|

Prm Pr




Controllo dell’integrazione e dell’escissione
del fago: dopo raggi UV

Ueffetto di Xis prevale su Int a concentrazioni paragonabili
* Va indotta la fase litica, e richiede molto
Xis e Int.

* Cll ¢ poco presente ed e il P, che
trascrive int e xis, ma la sib e stata

rimossa e spostata durante
I'integrazione e per questo non sara
trascritta.

* In questo modo il trascritto di Xis e Int e
stabile e produce alti livelli di tutti e due

proteine, potendo lasciare la molecola P,
o o . | . o ™
fagica la cellula danneggiata. wint | Xis | cll | N _J c Lsb_g
| @
it *‘
* Vo
4 cli P int |l xis

o e e o | cll N ? cl

attP 1 P
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