DOGMA CENTRALE

4 Il DNA puo replicarsi)

DNA RNA M Proteina

/1

(’informazione \  (Linformazione contenuta h
codificata nella nelle molecole di RNA passa
sequenza delle basi nelle proteine. L'informazione
del DNA viene trasferita contenuta nelle proteine non viene

(nelle molecole di RNA. ) (mai trasferita negli acidi nucleici.

L’informazione “scorre” dal DNA al RNA e da esse alle
proteine, ma non in senso contrario (Francis Crick)

| retrovirus non rispettano“dogma centrale” in quanto il loro
RNA codifica per il DNA — trascrizione inversa



Interno della cellula
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KVedi la Figura 12.4)

Trascrizione
(sintesi dell'RNA)

XVedi le Figure 12.9-12.12)

Traduzione
(sintesi delle proteine)

Vedi le Figure
12.7e12.8
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DAL DNAALLE PROTEINE
la trascrizione genica



Tratti della
sequenza di DNA
Vengono
trascritti iIn RNA




Ogni gene puo essere trascritto e tradotto con
diversi gradi di efficienza
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Cosa e necessario per la
trascrizione?

RNA polimerasi configurazione chiusa  elica di DNA
‘.‘ | '

« DNA stampo

riavvolgimento

del DNA ribonucleotidi

_ trifosfati

[ /
W o

direzione
di trascrizione

* RNA polimerasi

pinna in | o
posizione ¥ canale di 0 tpnnel dei .
chiusa uscita sito attivo  ribonucleotidi
5" dell’RNA | trifosfati
trascritto di RNA breve regione

appena sintetizzato  di elica DNA/RNA

 Ribonucleosidi Trifosfati: ATP, GTP,
CTP, UTP



Filamento stampo Filamento codificante

4 5' TACGCGGTACGGTCAATGCATCTACCT
= 3 ATGCGCCATGCCAGTTACGTAGATGGA
Filamento Filamento stampo
codificante : :
: La sequenza del'RNA e complementare al filamento stampo
Trascrizione

e uguale al filamento codificante

Trascritto di RNA Trascritto di RNA
S S = 5 UACGCGGUACGGUCAAUGCAUCUACCU

* RNA complementare allo stampo e uguale al

filamento codificante (al posto di1 T c’¢ U)



Nucleatide aggiunto

Estremita &' el .
tri-fosfato Pirofosfato in corso ,+° ", Informa mono-Tosfato
del trascritto di distacco — CI F' all'estremita 3' del
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+ FIGURA 8.3

Descrizlone del meccanismi blochimicl della trascrizione. Il DNA (in basso) funge da stampo per 'RMNA polime-
rasi la quale sintetizza un RNA (in alto) che gli @ complementare e anti-parallelo. La sintesi parte da ribonucleotidi tri-
fosfati che vengono incorporati in forma monofosfato dopo il distacco di un pirofosfato. Il ribonuclectide all'estremita 5°
rimane trifosfato. Le lettere H indicano I legami idrogeno che si stabiliscono fra basi complementari.

Trascritto antiparallelo stampo cioe sintesi 5°-3°, non
necessita di un innesco



Trascrizione genica nei procarioti

Nel batteri una
sola RNA
polimerasi

W

ol

Attivatore |

-3 -10

Figura 4.28 L’attivatore puo contattare un certo
numero di siti delPRNA polimerasi per ancorarla sal-
damente al promotore.

/| G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
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DMNA DA
a monte a valle
DMA
Direzione della trascrizions _
+ FIGURA 8.6

Legame della RNA polimerasl procariotica ad un tipl-
co promotore batterico. Sono visualizzabili nella figura:
le due subunita o (a sinistra) le subunita e B (a destra),
futte rappresentate in verde, & la subunita o (al centro),
rappresentata in viola, mentre lega le due regioni -35 e

—10 del promotore (evidenziate in blu).
Legame con il promotore coinvolge circa 50 nucleotidi



Trascrizione genica nei procarioti

(6 bp) (17-19bp)  (6bp)

elemento UP -35 -10 +1

“elemento -10 esteso” >
1]

-10 +1




TRASEES NPARY E
—35 —10 +1
[, sito di inizio
della trascrizione

Figura 6.2 Le sequenze dei promotori di E. coli

I promotori di E. coli sono caratterizzati da due gruppi di sequenze localizzati a 10 e
35 coppie di basi a monte del sito di inizio della trascrizione (+1). Le sequenze con-
senso mostrate corrispondono alle basi che si trovano piu frequentemente in promoto-

ri diversi.



Modello a “chela di granchio” del’RNA polimerasi

Filamento
stampo
del DNA

Filamento
codificante
del DNA

Movimento dell'enzima

Viene copiata in RNA una sola elica di DNA
elica di senso o filamento stampo



] ona

L
terminatore
filamento stampo

RNA polimerasi HA INIZIO LA

SINTESI DELL'RNA

0w

fattore sigma

5 catena di RNA nascente

v

TERMINA LA SINTESI, S
STACCANO LA RNA
POLIMERASI E LA CATENA
DI RNA COMPLETA

3
s v

3
B)

5 —TAGTGTATTGACATGATAGAAGCACTCTACTATATTCTCAATAGGTCCACG— 3

il fattore sigma
si lega nuovamente

3
5

3 —ATCACATAACTGTACTATC TTCGTGAGATGATATAAGAGTTATCCAGGTGC — 5':|DNA
TRASCRIZIONE
filamento stampo 5 maee—— 3 RNA

AGGUCCACG

5 —CCCACAGCCGEGOCAGTTCCGETEGOCGGECAITTTTAACTTTCTTTAATG A— s'ij
3 —GGGTGTCGGCGGTCAAGGCGACCGCCGTAAAATTGAAAGAAATTACT — &'

l TRASCRIZIONE
filamento stampo

5 e 3 RNA
CCCACAGCCGCCAGUUCCGCUGGCGGCAUUUU



e RNA cresce in direzione 5°-3°

 La trascrizione termina in sequenze
del DNA ricche di CG

« Puo intervenire il fattore p: si lega
alla RNA pol e permette il suo distacco
dal DNA
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Gli rRNA nel procarioti sono tre: 23S, 16S, 5S,

| tRNA sono circa 30-40

rRNA precursore o pre rRNA (30S) da un unico
ogene procedendo da 5’verso 3’ rRNA 16S, un
primo tRNA, rRNA 23S, rRNA5S, un secondo
tRNA, tutti intervallati da sequenze spaziatrici




MRNA batterici

e Pochi eventl di maturazione

« Appena trascritti vengono

tradottl

 Alcune basi vengono metilate



Procarioti: controllo espressione genica

promotore
| | E D C B A

-:._ I I I IR cromosoma di E. coli

operatore l,
I N molecola di mRNA

/ / A B
. @ Q @ A @
enzimi per la biosintesi del triptofano

Nel batteri la regolazione della trascrizione avviene
nella fase iniziale

Un intero gruppo di geni puo stare sotto controllo di
un solo promotore



Localizzazione cellulare Tipo di RNA trascritto Sensibilita alla a-amanitina

RMNA polimerasi | Nucleolo 455 (28S; 185; 5,85 rRMNA) -
RMNA polimerasi Il Nucleoplasma mRNA, snRNA: snoRMNA; miRNA +++
RMNA polimerasi lll MNucleoplasma tRMNA; 55 rRNA; scRNA e alcuni snRNA - +

Tabella4.2 Le RNA polimerasi degli eucarioti riconoscibili per la sensibilita alPc-amanitina, un potente veleno
estratto dal comune fungo velenoso Amanita phalloides.

| G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli

[
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Table 6-2 The Three RNA Polymerases in Eucaryotic Cells

RNA polymerase | 5.8S, 18S, and 28S rRNA genes

RNA polymerase Il all protein-coding genes, plus snoRNA genes, miRNA
genes, siRNA genes, and most snRNA genes

RNA polymerase lll tRNA genes, 55 rRNA genes, some snRNA genes

and genes for other small RNAs

The rRNAs are named according to their “S” values, which refer to their rate of
sedimentation in an ultracentrifuge. The larger the S value, the larger the rRNA.



inizio della trascrizione

TATA box |

Eucarioti P gu—

; TBFP TFID
* RNA pol per ® 0 m
trascrivere hanno O=—>
bisogno di FATTORI ‘C}. ] e
GENERALI DI o
TRASCRIZIONE: : A potmeraett

legame al promotore

UTP, ATP
CTP, GTP

TRASCRIZIONE




Promotori eucariotici

+1 mRNA
Necessary upstream elements
No sequence conservation s
— WD A6 ——
l l |
Enhancer Core Promoter 5'UTR

start of transcription
TATA box [



C{D TFIIF other factors

\ peee

TFIIF e il fattore che
che lega e porta la
RNA polimerasi II.

Successivamente
TFIE e TFIIH si
legano a monte della
RNA polimerasi II.

RNA olmere |
AAL
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transcription polymerase
factors

Figure 7-1
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



PROCAROTI EUCARIOTI
Introni

Trascrizione
Trascrizion t—}l
UTR &' UTR 3 “Splicing’
i | UTR 5' UTR 3
LTV A VAN AWAY M

Traduzione l Traduzione

Proteina AN

+ FIGURA 8.5

Reglonl 5’ e 3’ non tradotte degll mRNA (UTR 5’ e 3'). Sia nei procarioti che ne-
gli eucarioti la sequenza codificante contenuta all'interno degli mRMA & interposta
fra tratti non tradotti di ENA chiamati UTH 5" & 3°.

Froteina |

La sequenza codificante dell’mRNA trascritta € Sempre
preceduta e seguita da due regioni non tradotte: leader o 5°
non tradotta (5’UTR) e trailer o 3’ non tradotta (3’ UTR)



Trascrizione genica mediata da RNA polimerasi |

Trascrive rRNA (18S, 5.8S e 28S) eccetto 5S
Gene per rRNA altamente ripetuto,
Grande rRNA precursore

[L‘unité codificante I'rBNA si trova ]

ripetuta molte volte (280 nell'uomo).

V
’_H
[T T T I I I T Il
ONA Ll 100 LU0
Regione trascritta non trascritta
di 13000 bp di 30 000 bp

ONA ol 0
185 585 285

Trascritto VL
primario [ I [

di RNA
l <<Le tappe del processamento tagliano via gli spaziatori.. ]

B § ( con la produzione di tre rRNA.)
185 5,85 285




Trascrizione genica mediata da RNA polimerasi |11

Genoma umano 506 geni per 48 specie di tRNA
Meccanismi molecolari coinvolti piu variegati
@Eucarioti.

S e A s

Negli eucarioti sono presenti 3 diverse RNA polimerasi che trascrivono
geni di tipo diverso e quindi vari tipi di RNA.
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Piccoli RNA interferenti (SIRNA), micro RNA (mIRNA)
Entrambi a doppia catena di circa 21-22 nucleotidi, che
differiscono per origine, ruolo biologico e distribuzione tra le
varie specie biologiche

a mRNA
r’r
o Fully complementary
|}
AAAAA
MEIRRRININNATRINNRInI
3' ’
siENA >
b miRNA
Partially complememary
o 3’ UTR
AAAAA
AL

Seed
3 miRNA (2-7 nt)



Table 6-1 Principal Types of RNAs Produced in Cells

mRNAs messenger RNAs, code for proteins

rRNAs ribosomal RNAs, form the basic structure of the
ribosome and catalyze protein synthesis

tRNAs transfer RNAs, central to protein synthesis as adaptors
between mRNA and amino acids

snRNAs small nuclear RNAs, function in a variety of nuclear
processes, including the splicing of pre-mRNA

snoRNAs small nucleolar RNAs, used to process and chemically
modify rRNAs

scaRNAs small cajal RNAs, used to modify snoRNAs and snRNAs

miRNAs microRNAs, regulate gene expression typically by
blocking translation of selective mRNAs

siRNAs small interfering RNAs, turn off gene expression by

directing degradation of selective mRNAs and the
establishment of compact chromatin structures

Other noncoding function in diverse cell processes, including telomere
RNAs synthesis, X-chromosome inactivation, and the
transport of proteins into the ER



(A)  EUCARIOTI (B) PROCARIOTI
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Figura 4.36 L’estremita
5" delPRNA messaggero
negli eucarioti: il cap
o cappuccio di 7-metil
guanosina.

[IBJISJIDAIUN [WEeSa 10N] | 3Jedadns Jad 3s

B . : itas'
B3I RAp 1Luese 10Ny e edns uad ssuadsyg g ginddy - 31/520P! Yy (ZRTG bamano
dificant dificant [ 1 [ I
codificante non codificante " HO OH
! ! ! :
CHAPHEHE)-CH,
I DN 5 s
proteina o proteina 3 proteina y é
N® OH =
CHg ponte o
sequenza sequenza trifosfato (P) %
codificante non cadificante (B 5'—=5! A
! "2
AAAAA CH, —
I p7

proteina

oO—Tu=0

0—(CHyo H)

11BIISISAIUN [Wes3 1on) | aJedsdns Jad ssuadsip o nunddy -

G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli
Biologia e Genetica Ill Ed.
EdiSES FFT33

www.unidocs.it - Appunti e dispense per superare i tuoi esami universitari



7 >

- —
——
——
.

odone i ditaglio
Promotore  di iniziM distop Terminatore
_J_ ]

DNA 5 T T T 3
3 | N [— _I_I._ 5
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pre-mRNA  5* [T T [ 3
Gli int engon
moss
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Il pre-mRNA e piu lungo di mMRNA maturo
Lo SPLICING (taglia e cucl) permette di

rimuovere gli introni
Quasi tutti gli introni del geni trascritti dalla

RNA polimerasi Il iniziano con GT e
terminano con AT

mRNA




sequenze necessarie per I'escissione dell’'introne
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tratto tratto ( )
terminale 5’ sequenza terminale 3’ 5/ o . . |
della sequenza intronica della sequenza sequenza intronica |
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Durante lo SSpIicing il filamento di RNA forma una struttura ad
ansa. Una adenina intronica attacca il sito 5’di splicing.

La parte libera 3’reagisce con sequenza esonica.



sito di splicing 57 sito di splicing 37
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Polyadenylation signal

DG Y
5'Cap 5 UTR Startcodon

N £
Stop codon o
AUG UGA



Trascritto primario di RNA 1 9 3 4 5 6 7 8 9 10 11

per la tropomiosina: 5 5 5 5 D 5 A D s
11 esoni \/ \/

Esoni Introni

Differenti modalita di splicing in tessuti diversi determinano la presenza di un
contenuto peculiare di esoni nel’mRNA per la tropomiosina prodotto in ogni tessuto.

ssamento Muscolo striato: manca

Trascritti di mRNA inizialmente modificati

YNNI\

esone 2 S S B
RN ¥ = 1 3 4 5 6 7 8 9 10 i

MuSClo liscio: Mancano. ey - — oy oo T T

gliesoni 3e 10 1 Ty 5 6 7 8 9 11

Fibroblasti: mancano -

gliesoni2,3¢e 10 1 4 5 6 7 8 9 11

Fegato: mancano e

sl T e e

Cervello: mancano
gliesoni 2,3, 10 e 11




EDITING

liver M I Q F D

e

intestine ATGATATAATTTGAT
cDNA M I *



GRANDE E COMPLESSO
LAVORO E
SMISTAMENTO

Pol |

DNA ol
/ Pre-mRNA Pre-rRNA
Cap transcription 5S rRNA transcrip-
RN > Ribosomal | tion
w Pre-tRNA subunit
transcription synthesis in | "Excised
] Pre-mRNA nucleolus | pre-rRNA
Q9 1] splicing vm
v
o o O D >
n Cleavage/
lyadenylation
vpo " i ,_p.k"" Pre-tRNA
et processing
-~
o ly 'n::::ssedy
processed :ml\l A Exoxome
mRNA e S
i Excised
mRNA pre-tRNA tRNA Ribosome
export Nucleus export export
» | & b | , @
1L Cytoplasm 0
A ) -~ <
n Cytoplasmic ' Cytoplasmic
Poly(A) pol n exosome

s, OV s SON

Cytoplasmic
polyadenylation

miRNA\ /\

enzyme

! m@p:..g\/T\/‘@

Deadenylase

a4
"\/T\/‘

WAAAAA i = ./\/\/—JAAAAA
iRNA T lati
SIt ranslation Cytoplasmic
translation inhibition initiation dendenylulicn

Figure 8-1
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



