PROCARIOTI EUCARIOTI

non possiedono nucleo il DNA genomico € organizzato in
cromosomi nel nucleo

il DNA genomico e sparso nel

citoplasma presenza di istoni associati al DNA e
formazione di cromatina

la trascrizione € accoppiata alla

traduzione la trascrizione avviene nel nucleo.

La traduzione nel citoplasma dopo che
I'RNA € maturato a messaggero
(perdita degli introni, poliadenilazione,
ecc.)

« La trascrizione negli eucarioti € piu
complessa perché il DNA e compattato
nella cromatina e nucleosomi.
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PROCARIOTI EUCARIOTI

Negli eucarioti:

1. Il DNA e organizzato in cromatina
2. 3 RNA polimerasi

3. maturazione dell RNA e trasporto nel citoplasma



« EUCROMATINA

cromatina decondensata dispersa nel nucleo -->
consente la trascrizione dei geni

« ETEROCROMATINA

cromatina nello stato compattato -->
non consente la trascrizione dei geni




L'Unita trascrizionale
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Porzione codificante del genoma eucariotico
- geni codificanti per proteine, in copia singola

- geni codificanti per proteine, A
organizzati in famiglie geniche Ridondanza genetica
- geni per rRNA, tRNA ed istoni, del genoma nucleare

organizzati in unita ripetute in tandem

- geni per ncRNA

Gene duplication Figure 111 Haemoglobin genes -
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Divergence on their chromosomes in a way a
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» Translocatior evolution via duplication and _i
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La struttura dei geni eucariotici

GENE
—_ — —
introne introne
one esone one
.
TSS TRASCRIZIONE
MRNA
TRADUZIONE
5’UTR CDS 3’UTR

— o

Mediana Media

Numero di esoni 7 8,8

o L introni (bp) 1023 3365
Caratteristiche L 5'UTR (bp) 240 300
dei geni umani L CDS (bp) 1100 1340
L 3'UTR (bp) 400 770

L gene (bp) 14000 27000




La struttura dei geni eucariotici

| geni eucariotici presentano una grande varieta di strutture e dimensioni.

Ad esempio nel genoma umano:

Piu piccolo: Piu grande:
tRNACLY (69 bp) Distrofina (2.4 Mb, la sua trascrizione richiede circa 17h)

Il numero di esoni puo variare da 1 (geni privi di introni come molti geni per
NcRNA, interferoni, istoni, ribonucleasi, HSP, GPCR, ecc.) sino a 363 (Titina,
proteina strutturale gigante del muscolo striato). Le dimensioni degli esoni e
degli introni sono estremamente variabili. La titina ha il primato dellesone piu
lungo (17.106 bp).

A fronte di esoni costituiti da pochi nucleotidi, un altro grande esone e presente
nel gene per ApoB (lipoproteina componente le LDL) (7.6 kbp). Anche le
dimensioni degli introni possono variare da pochi nucleotidi fino a 800 kbp (gene
WWOX, nel cromosoma X; e un oncosopressore).

Le proteine codificate possono variare nelle dimensioni da pochi residui (piccoli
ormoni) sino a molte migliaia (Titina, 38.138 aa).

Gli introni dei geni altamente espressi sono circa 14 volte piu corti dei geni scarsamente espressi.



Geni per ncRNAs

| genomi eucariotici codificano per un gran numero di RNA non codificanti proteine

(nC RN A) ] Long ncRNA genes
(13,333)
ncRNA Sense intronic
Structural Small ncRNA genes e IncRNAs
1. rRNA (9,078) /- (674)
2. tRNA / e
3. snRNA : (6,020) Other IncRNA
4. snoRNA // Othay S transcripts
5. cleavage: Rnases P & MRP, U3, snR30, etc & (1,909)
Regulatory
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* silencing
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Le RNA Polimerasi Eucariotiche

= RNA pol |
Trascrive tutti i geni rRNA (meno 5S rRNA)

= RNA pol

Trascrive tutti i geni strutturali (tutti i mMRNA)
Trascrive alcuni geni snRNA
Trascrive i mMiIRNA

= RNA pol Il
Trascrive tutti i geni tRNA
Trascrive il gene 5S rRNA
Alcuni miRNA



| promotori eucarioticl

Sono sequenze piu variabili e spesso piu
complesse di quelle del batteri.

Per | geni strutturali, si riconoscono tre
caratteristiche comuni:

» Elementi regolatori
= TATA box
» Sito di inizio della trascrizione



Promotore

« L’inizio ad un promotore eucariotico coinvolge
What is Cis-element un gran numero di fattori che si legano a
’ diversi cis-acting elements.

« Un promotore é definito come la regione di

DNA che contiene tutti questi siti di legame,
) cioeé che inizia la trascrizione con efficienza
R N A normale e controllo appropriato

or RNA that regulates the expression of genes located on

BRI » |l core € I'elemento centrale del promotore. E’
lungo circa 40-60 nt e si estende a monte o0 a
valle del sito di inizio (+1)




A eukaryotic gene and its transcript

Enhancers Proximal .
(distal control elements) control elements Terminator

T~ /\ Exon Intron Exon Intron Exon

DNA
Upstream = Downstream
AN l Transcription
Primar
transcript 5/ | 3
{pre-mRNA)
RNA processing:
] Cap and tail added;
introns excised and
] exons spliced together
Coding ‘segment
[ Al
mRNA G-E-FP-FH | | AAA-ARA| T
;Y_}' 'l_v_) LY " My e J
5" Cap Leader / Trailer Poly(A) tail

Start codon  Stop codon

Copyright £ Pearson Education, Inc., publishlng as Benjamin Cummings.



Transcriptional
TATA box  start site

r—'—1
Coding-strand sequences: '«*""—"'_
\ ,’
\ 1 )

\ /
100 GC + CAAT boxes 50 =25, N+
/ \

DNA Transcription

- Elementi regolatori influenzano il legame della RNA pol al
promotore

— Possono essere
e Enhancers
— Stimolano la trascrizione

e Silencers
— Inibiscono la trascrizione

— Possono trovarsi in posizioni e distanza variabili
rispetto al promotore, ma spesso sono nella regione da
-50 a -100



Fattori di trascrizione

« L’inizio della trascrizione necessita
dell’enzima RNA polimerasi e dei
fattori di trascrizione (TF).

e Un fattore di trascrizione € una
proteina che € necessaria per l'inizio
della trascrizione, ma che non é
parte della RNA polimerasi.

| FATTORI DI TRASCRIZIONE sono
proteine che facilitano l'interazione
trala RNA polimerasi ed il DNA.




Come si
dividono |

fattor di
trascrizione

-Fattori richiesti per I'inizio
della trascrizione

-Fattori che partecipano alla
formazione di un complesso
attivo di pre-inizio, che non
sono piu richiesti nelle fasi
avanzate della trascrizione

-Fattori che aiutano il
processo di allungamento
dell'RNA da parte dell'RNA
polimerasi



Seguenze
consenso di

RNA pol I
(promotori di
classe II)

Sequenze consenso trovate i prossimita del punto di inizio della
trascrizione di RNA Pol 1.

Di solito ne sono presenti 2 0 3

La piu comune e TATA-box, che e talvolta sostituita da una forte
sequenza INR

Quattro siti canonici del promotore di base (core promoter):
BRE (B recognition element, lega TFIIB)

TATA (Lega TBP)

INR (initiator element, Iniziatore)

DPE (Downstream promoter element)

TFIIB TBP TFIID TFIID
=37 -32 31 26 -2 +4 +28 +32
| \/ I !/ | | / |
ORI IR0 W/ S R0 W/ -
elele C pamaBaA  CCpNTCC BB
ccaCGCCC TATATAT TTANATT GGTCGTG



transcription

start point
-35 -30 [ +30
Bﬁ INR DPE
TATA
general
element cs%rasueennscues tra nfsa%rtié)rtion

BRE G/ICG/ICG/ACGCC TFIIB
TATA TATAATAAT TBP

INR CTCTANT/AC/TC/T TFIID

DPE AIGGATCGTG TFIID

Sequences that can act as promoters (TATA is preferred)



Il promotore centrale pud contenere fino a quattro elementi: TATA
(circa a -25), BRE (riconosce TFIIB, a monte di TATA), Inr (iniziatore,
sul sito di inizio della trascrizione) e un elemento a valle (DPE).

La TATA box € la piu studiata. Ha alcune eccezioni nella sequenza
consenso (es.CATA nel gene della b-globina. | geni housekeeping
(ubiquitari) tendono ad avere GCbox al posto di TATAbox. Anche
i geni che regolano lo sviluppo sono privi di TATA box

In generale la TATA box & presente nei geni “specializzati” (trascritti
solo da alcuni tipi di cellule)

La TATA box sembra importante per localizzare l'inizio della
trascrizione, ma non l'efficienza della trascrizione.

Alcuni promotori hanno bisogno di TATA box per funzionare, altri solo
per posizionare il sito di inizio trascrizione.

Gli elementi a monte del promotore legano fattori di trascrizione
gene-specifici (es. GC box che legano Spl e CCAAT box che legano
CTF)




| PROMOTORI DELLA MAGGIOR PARTE DEI GENI TRASCRITTI DALLE
RNA POLIMERASI || COMPRENDONO ANCHE DIVERSI ELEMENTI DEL
PROMOTORE POSTIA MONTE A CUI SI LEGANO IN MANIERA
SPECIFICAPROTEINE DIVERSE DALL'RNA POLIMERASI I

CONSIDERANDO IL NUMERO DI GENI E | TIPI DI CELLULE PRESENTI
NEGLI EUCARIOTI, E STATO STIMATO UN MINIMO DI CINQUE
ELEMENTI PROMOTORI A MONTE RICHIESTI PER IDENTIFICARE
UNIVOCAMENTE UN PARTICOLARE GENE CODIFICANTE ED
ASSICURARE CHE ESSO SIA ESPRESSO IN MODO APPROPRIATO

SE LE PROTEINE REGOLATRICI, CHE RICONOSCONO GLI ELEMENTI
DEL PROMOTORE POSTI AMONTE, NON SI LEGANO AD ESSI

CORRETTAMENTE, IL PROCESSO DI TRASCRIZIONE PUO DIVENIRE
INEFFICIENTE




TATA box

21 16| 4 91 0 95 67 97 52 41|16 24

OO s 00 E 0ROl 35 37
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|

Transcription
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+1 3

La RNA pol |l sa dove iniziare la
trascrizione grazie alla TATA box




Inizio della
trascrizione
di un

promotore
eucariotico

@ Eukaryotic promoters
Proonter
(4 \
5 a
3 1_ 5
TATA box Startpoint  Template
DNA strand
Transcription 9 A transcription factor
factor

5
5':‘/—""\%’
. ’

© Additional transcription
factors

\ Transcription factors

RNA transcript

Transcription initiation complex

Copyright @ Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.



RNA Polimerasi Il e | suol
Fattori di Trascrizione

« Tre categorie di proteine sono
richieste dal promotore per la
trascrizione basale:

* RNA polimerasi |l

« Cinque fattori generali della
trascrizione(GTFs)

« Un complesso di proteine
chiamato mediatore




RNA Pol batteriche ed eucariotiche a confronto

(a) Bacterial RNA polymerase (b) Yeast RNA polymerase |l




TABLE 12-1 The Subunits of RNA Polymerases

Prokaryotic Eukaryotic
Bacterial Archaeal RNAP | RNAP I RNAP Il
Core Core (Pol 1) (Pol It) {Pol I
3 AT{A" RPA1 RPB1 RPC1
B RPA2 RPBE2 RPC2
a' D RPCS RPB3 RPC5
a' L RPCS RPB11 RPCS
o) K RPBS RPBE& RPBG
[+6 others] [+9 cthers] [+7 others] [+11 oiherg]

Nsfe: The suburdls in each column are listed in order of decreasing malecularn weigh,
Scwee: Data adazted Irom Ebrght R 2000 J. Mo Bwi, 304: 687 -636. Fig 1, p 688 £ 2000
Academic Press.



RNA Pol I

La subunita maggiore di RNA
polimerasi Il ha un dominio
carbossi-terminale (CTD), che
consiste di ripetizioni multiple di
una sequenza consenso di 7
amino acidi.

La sequenza € unica della RNA
polimerasi Il. Ci sono ~26 repeats
nel lievito e ~50 nei mammiferi.

In tutti gli eucarioti la attivita di
RNA polimerasi Il € inibita da
basse concentrazioni di a-
amanitina, un octapeptide bi-
ciclico. La RNA polimerasi | non e
inibita.

RNA polymerase has >10 subunits

<V Related to bacterial subunit
200 binds DNA

has CTD = (YSPTSPS) ,
[yeast n =26, mouse n = 52]

Related to bactenal subunit [3

100 binds nucleotides
50 . _
_ Related to bacterial subunit o
I —
— Common to all 3 polymerases
255 Common to all 3 polymerases
—
i Common to all 3 polymerases
: Vilbuainexl W lJ"g I,{_;' com
jure 21.2 Some subunits are common to all classes of
aaryotic RNA polymerases and some are related to bacterial

[A polymerase.



procaryotic mRNA
coding noncoding
5 sequence sequence

EEE I S S

MRNA di 1 | |
p rocarl Otl protein o protein B proteiny

ed eucaryotic mRNA coding noncoding
sequence sequence

eUCarIOtI ®(_3 — ) AAAAA150-250 3
('?_Hg |
5" cap

3’

(A) protein

Figure 6-22 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



| GTFs hanno la funzione di o

| fattori generali della trascrizione (GTFs) aiutano la RNA
pol a legarsi al promotore e a separare la doppia elica, a
lasciare il promotore per passare alla fase di
allungamento

Il gruppo dei GTFs e della RNA pol si chiama
complesso di pre-inizio (molto frequentemente e la
TATA Dbox che determina la formazione di tale

complesso).



Alcuni fattori
di

trascrizione

TAF (TBP-Associated Factors) : TBP si
associa a circa 10 TAF diversi per legare |l
promotore. TFIID: contiene TBP e fornisce la
piattaforma per il reclutamento degli altri
fattori.

TFIIB: proteina a singola catena che entra nel
complesso dopo TBP

TFIIF il suo legame con Pol Il € necessario per
reclutare TFIIE e TFIIH

TFIE- TFIIH. TFIE recluta TFIIH. TFIIH € una
elicasi.




fﬁ% TFIIB riconosce BRE, la TATA box, liniziatore (Inr) e I'elemento

del promotore a valle (DPE, DCE e MTE)

Inr e comunemente trovato con TATA e con DPE.

Altre sequenze sono quelle regolatrici: UAS(upstream activator
seguences), enhancer, silencers, elementi di confine (boundary

elements) e isolatori (insulators) che legano proteine attivatrici o
repressori della trascrizione




Inizio della trascrizione
In eucarioti: pol |

Per iniziare la trascrizione le pol
eucariotiche necessitano l'aiuto di
un gran numero di proteine
“General Transcription Factors’
(GTF).

Quelli di pol 1l sono TFII

TATA binding protein (TBP) e
parte di TFIID

TATA  start of transcription
box

(A)
TBP TFIID

—— O TFIA

(B)

—————

[

(C)

TFIIF _ other factors
O 000
TFIIE %
TFIIH

RNA polymerase Il

TFIIB

(D)
UTP, ATP
CTP, GTP

i”{
-

l RNA

(E)

TRANSCRIPTION



DNA of gene INIZIO

* Il promotore funziona come un sito

. T;v—’_ t di riconoscimento per | fattori di
romerer ) trascrizione

« | fattori di trascrizione permettono
5’ end of growing alla Rdi legarsi al promotore
RNA transcript formando un complesso chiuso

* In seguito a questo legame il DNA &
denaturato localmente in una bolla
nota come complesso del promotore
aperto o complesso aperto.

ALLUNGAMENTO

« LaRNA pol scivolalungo il DNA in
un complesso aperto e sintetizza il
trascritto.

TERMINAZIONE

* Quando si raggiunge un segnale di
terminazione la RNA pol si dissocia
dal DNA

Completed RNA RNA
transcript polymerase



TATA-BInding
protein(TBP) "N

« TBP e unasubunita di
TFIID. E’ composta da due
domini simili. Lega TATA box
e ripiega il DNA dando cosi
un segnale agli altri general
TF

« TFIID, e fatto da TBP e 11
TAFs (TBP associated
factor), con una massa
totale di ~800 kD

« TBP lega il DNA nella minor
groove, con un dominio
beta, lo distorce e lo allarga.




TBP lega il DNA In
modo inusuale

TBP si lega alla TATA box nel
minor groove del DNA e usa
Il B—foglietto per contattarlo.

Forma una sella intorno al
DNA (lo allarga) e lo piega di
~80°

TBP binds to the narrow groove of DNA

www.€rg ito.com

Figure 21.12 A view in cross-section shows that
TBP surrounds DNA from the side of the narrow
groove. TBP consists of two related (40% identical)
conserved domains. which are shown in light and
dark blue. The N-terminal region varies extensively
and is shown in green. The two strands of the DNA
double helix are in light and dark grey. Photograph
kindly provided by Stephen Burley.




TATA box




TBP piega il DNA di ~80°
e lo forza ad aprire il
minor groove.













> Preinitiation
complex




> Preinitiation
complex

Elongating
Rl Pol Il with
Release of )=, phosphorylated
generalfactors 70 CTD
except TBP — U

°‘0



» Apparato basale di trascrizione RNA pol Il + 5 GTFs

* |l terzo componente della trascrizione e un grande
complesso di proteine noto come MEDIATORE

— Media l'interazione tra la RNA pol Il e i vari fattori di
trascrizione regolatori

— Sl associa alla coda CTD della RNA pol Il e presenta
superfici di legame debole per l'interazione con attivatori
legati al DNA.

— Composizione complessa e variabile (quello dellluomo
ha almeno 20 subunita). E’ organizzato in moduli.



Il mediatore e gli altri complessi di
proteine per la trascrizione

Attivatori
Trascrizionall
aiutano l'inizio della
trascrizione

| Mediatore aiuta a
comunicare
activators con pol I
e GTFs

La RNA polimerasi
sl associa al Fattori
di Allungamento

rimodellatore

cromatina

|l mediatore serve per la trascrizione in vivo e Si
associa alla CTD della RNA pol I

*HAT: histone acetyltransferase



(a) Yeast mediator—Pol Il complex Mediator SUbunitS

Srb2
Srb4
Srb5 TD-bindi
Srbo C binding
Srb7

Gali11

Rgr1

Sin4 repression
Pgd1i

Rox3

Nut1

Nut2

Cse2

Med1
Med2
Med4
Medé activation
_‘ Med7
' \ .. Med$8
SRB10/ ‘ Med11

CDK8

Il mediatore e esclusivo degli eucarioti e serve da “ponte molecolare” per
connettere gli attivatori trascrizionali legati agli enhancer o ad altri elementi
regolatori a lungo raggio alla RNA pol Il.

Non e necessario per la trascrizione basale e quindi non e un fattore generale di
trascrizione.

E’ un componente del complesso di pre-inizio e stimola anche I'attivita di TFIIH



Attivazione trascrizionale tramite complessi
"mediatori"

Attivatore

mediatore di lievito mediatore umano



La maggior parte dei complessi del mediatore agiscono da co-attivatori
trascrizionali, esiste pero un complesso del mediatore che funge da
repressore e uno che puo agire sia da repressore che da attivatore

DNA-binding
domain

TBP TFIIB



Il complesso d'inizio di Pol-Il

P — | | — | —

attivatore

&

L

'\
!’A

RNA polimerasi |l



IN

generale

*| fattori di trascrizione sono
proteine che legano specifiche
sequenze di DNA ai promotori dei
geni e agli elementi di regolazione
che mediano l'attivazione o la
repressione specifica della
trascrizione.

* | co-attivatori e | co-repressori
sono proteine che fanno aumentare
o diminuire I'attivita di trascrizione
tramite interazioni proteina-proteina
senza legarsi direttamente al DNA.
Sono necessari ma non
iIndispensabili (senza di essi si ha la
trascrizione basale).




| fattori di trascrizione marcano un gene
per |'attivazione o la repressione
tramite il reclutamento di co-attivatori o
co-repressori

| co-attivatori e co-repressori servono per il
riconoscimento di altre proteine che
andranno ad alterare la struttura della
cromatina modificandola.

La trascrizione € mediata dall’azione
collettiva di fattori di trascrizione che
iInsieme al macchinario basale, ad un
assortimento di co-regolatori e a fattori
che mobilizzano | nucleosomi e
modificano gli istoni e altre proteine,
permette la sintesi e le modificazioni
del mMRNA



TFIID: contiene TBP e fornisce la piattaforma per Il
reclutamento degli altri fattori.

TFIIB: orienta il complesso sul promotore (si lega
con un’estremita di TBP e con l'altra a una sequenza
consenso ricca in GC.

TFIIE, TFIIF, TFIIH: completano la formazione del
complesso di pre-inizio caricando adeguatamente la
RNA pol Il e il mediatore sul promotore. TFIIH e il piu
complesso dei fattori, ha attivita chinasica ed
elicasica e funziona anche nella riparazione del DNA

(S|a nei procarioti che eucarioti ¢’é attivazione della riparazione
durante la trascrizione).

Mediatore: fa da ponte molecolare per | contatti con
gli attivatori o | repressori della trascrizione



Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Activators — Human Transcription
These regulatory proteins bind to DNA at

distant :ges known as enhancers. When Com p|eX

DNA folds so that the enhancer is brought
Repressors

into proximity with the transcription complex, " o
the activator proteins interact with the complex These regulatory proteins bind to "silencer
sites on the DNA, preventing the binding of

to increase the rate of transcription.
P activators to nearby enhancers and so
slowing transcription.

= >, Repressor  [Bagal factors
These transcription factors, in
response to coactivators, position RNA

pog'merase at the start of a protein-
coding sequence, and then release the
polymerase to transcribe the mRNA.

Coactivators [TATA box Cote |
These transcription factors promoter
transmit signals from activator

proteins to the basal factors.




Il dominio C-terminale della
RNA pol Il (CTD)

E’ necessario per la modificazione del
MRNA.

Subisce fosforilazione dinamica
(catalizzata da TFIIH e altre chinasi).

All'inizio della trascrizione non é fosforilato.

Viene fosforilato durante la fase di
allungamento e allora puo legare i fattori
proteici che modificheranno il mRNA (il
CTD e coinvolto nel processamento del
MRNA durante la sua sintesi e dopo che e
stato rilasciato dalla RNA pol II).

Quando la RNA pol Il viene riciclata il CTD
viene defosforilato.




L’apparato basale
sI assembla sul
promotore

e |l legame di TFIID alla
TATA box e il primo step

e Altri TFs si legano in ordine
definito.

e Quando la RNA pol Il si
lega al complesso, inizia la
trascrizione.




L’inizio e seqguito
dall’evasione dal

TBP —__~ TFD

promotore B
- - - TR _\ TFIIB
E’ ’evento principale che determina -
Se un gene sara espresso o meno a
e TFIIE e TFIIH aprono il DNA
(denaturazione) e permettono alla RNA )
pol di muoversi. |

e La fosforilazione del CTD di RNA pol %\ w4
serve per iniziare I'allungamento. — g’;
¢ Ulteriori fosforilazioni di CTD sono e @—| -
richieste per la sintesi abortiva.

e La CTD coordina il processing del RNA &{\
con la trascrizione. - @

Durante il passaggio della RNA pol gli 1
ottameri istonici devono essere 2 O, @—»
transitoriamente modificati " Q@Y

(rimozione del dimero H2A/H2B per
lasciare un esamero che é piu facile
da spostare).

L’ottamero istonico é ricostitutito
dietro alla RNA pol



Fattori che stimolano
I'allungamento e la correzione

* Nell'allungamento la Pol Il si libera di molti
TFs e recluta altri fattori di allungamento
(come TFIIS e hSPT5) alcuni dei quali sono
necessari per la maturazione dell’RNA. Lo
scambio dei fattori € mediato dalla
fosforilazione della CTD della RNA pol 1.

* TFIIS stimola I'allungamento e facilita la
correzione (stimola I'attivita RNasi latente
della RNA pol per rimuovere i nucleotidi
incorporati erroneamente all’estremita del
RNA nascente). Inoltre limita le pause della
RNA pol a siti definiti (questa attivita € svolta
anche da TFIIF).




Il complesso di pre-inizio e ipofosforilato

TFIIH fosforila il CTD che é essenziale per l'inizio della trascrizione
(TFIIH ha anche attivita elicasica).

La CTD fosforilata recluta gli enzimi per il capping e per lo splicing
Il capping viene effettuato subito dopo la sua sintesi

Alcune fosforilazioni vengono perdute durante il passaggio dalla
fase di inizio a quella di allungamento (la RNA pol puo fermarsi se
defosforilata tutta....).

TFIIH e TFIIE non sono essenziali per la formazione di un
complesso aperto o per I'allungamento ma sono richiesti per
I'evasione dal promotore

di capping componenti fattori di
del macchinario poliadenilazione
di splicing e taglic



RNA

factory

Gli enzimi per |l
processamento del RNA
sono portati dalla coda
CTD della RNA Pol II.

RNA polymerase

polyadenylation
splicing factors
factors

capping factors

L



RNA capping

5’ end of
7-methylguanosine primary transcript
= aorm o b
HO OH ' '

- @O ®-CHo

OH
CH3 . 5’-to-5
triphosphate

(B) bridge

OH
I

Tre enzimi:
« Fosfatasi
« Guanil transferasi
* Metil transferasi

5’ end of nascent RNA transcript

5’ 3
pppNpNp @
" Fosfatasi
|
ppNpNp ne

Guanil transferasi

PPj
add methyl
group to base
® Metil transferasi
CH3— GpppNpNp oy
add methyl
group to ribose
@ (only on some caps)

CH3




L'mRMA eucariotico ha al 5'
_ un cappuccio metilato

Cappuccio al §' ;*:{ 0
di unmANa =

{ll
(= Il"—IZ:Il

~0—b—g

Lewin, IL GEME %1, Zankhalll aditore S.p.A. Copyrsghl & 20085



* Molti mMRNAs hanno la 7-metil guanosina
attaccata covalentemente al terminale 5’

» Le proteine del Cap-binding hanno un
ruolo fondamentale:

1. Traslocazione di alcuni RNAs dal
nucleo al citoplasma.

2. Inizio della traduzione.
3. Splicing degli introni.




« Molti mMRNA maturi hanno una coda di
poli A al loro terminale 3’

 La coda di poli A non e codificata dalla
sequenza del gene ma e aggiunta
dopo che il gene e stato trascritto




| pre-mRNAs sono modificati
mediante il taglio all’estremita 3’ e
successiva addizione di una coda di
poliA

 La trascrizione termina 500-2000 nt
a valle della sequenza segnale per
poliA

« Quando viene trascritto il segnale di
poliadenilazione (normalmente
AAUAAA a 5-30nt a monte del
segnale di taglio e poliadenilazione)
ha inizio il processo di terminazione
della trascrizione grazie all’azione
della esonucleasi e dei polyA
specific factor (CPSF)



Un’estremita 3' puo essere generata

m?ore

dalla terminazione

Termnt

Un’estremita 3' puo essere
generata per taglio

Lewin IL SENE WL Zanichaellli «ditore S p A, Copyrnght © 2008



3’ terminale di mMRNA eucariotici

10-30 <30
nucleotides nucleotides
[ 1 I |
- AAUAAA CA| GU-rich or U-rich
l CLEAVAGE
- AAUAAA CAIOH| GU\-rich or U-rich
i degraded in
the nucleus
‘ Poly-A
lADDITION
- AAUAAA CAIAAAAA ———-AIOH
~250

Figure 6-37. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Seguenze consenso

« AAUAAA ¢ riconosciuta da cleavage and
polyadenylation specific factor (CPSF)

« Laregione GU-rich da Cleavage stimulation
factor F (CstF)



L'estremita 3’ dell’'mRNA & generata
da un taglio

Taglio ad opera di un’endonucleasi

5 EIEF:PUGEiO ,l " Endonucleasi

L’'mRNA é stabilizzato dalla poliadenilazione

Degradazione ad opera di un'esonucleasi

A o T W O

Esonucleasi
Cappuccio Poliadenilazione
in 5° e
NS G AAUAAAR,

Lwwin, IL GEME i, Eankhalli aditorse S.p.&. Copyrsghl £ 2036



L'estremita 3' del’mRNA & generata da un taglio

Allungamento

-

YZANVANVANYANY Qﬁ JANZNZNY :mn:,ﬂm
AAUABA—

RNA polpmerage (I ANA start site

cappuccio 5'

Cappuccio

‘ “ Endonucleasi

7 poly-d addition sise
DA

L’'mRNA é stabilizzato da poliadenilazione

IAYAYAVAYAVA: T AVAL

. &
Esonucleasi .~

Degradazione
Poliadenilazione

N e qummuen ELONGATION BUT
cappuccio 5'————AAUAAA — A, Gopo

G -UNCAPPED TRANSCRIFT 15
CLEAVAGE RAPIOLY DEGRADED

@

Eﬂm '-_--""'-—-.....—-'."'3'

paly-f
@ ARDTION

G

I TERMINATION
Cppp ARGy
L]

| I—

&' eap

paly &

primary RNA transcript ImRNA precurssr)




La poliadenilazione degli mRNA eucariotici

Pre-mRMNA .

mEMA

poliadenilato

ALLLAAA CA GL

l J‘kmvrrl:lagqm del complesso

di poliadenilazione

_— Proteina di legame al poliadenilaco

l Poliadenilazione

AABA AAAAAA o
ALLAAS e [ ABEA ;:“‘ﬂ”;
LAk



CPSF riconosce seq. AAUAAA
CstF  lega GU, stimola

CFI, CFII endonucleasi

PAP Poli(A) Polimerasi

PABP  Poly(A) Binding Protein

C’& un unico wﬂhmm
dell’'estromita 3'

CPSEF CstF CFI

CFI

La poliiA) polimerasi (PAP] aggiungs residul di A

PAEP, Iy proting chi kagh polilA), 5i legh 8 polilA)

Il complesso 8l dissocia dopo Fagpiunta
oli circa 200 residh i A
FEF

3

Lewin, IL SEME %1 Zankhalll aditore S.p A, Copyreahl 1 2008



Funzioni della coda di poliA

La coda di poliA e presente nella maggior parte degli
MRNA fatta eccezione per quelli degli istoni.

Ha la funzione di stabilizzare e proteggere il mMRNA
dalla degradazione, di aumentare I'efficienza della
traduzione, di favorire 1 processi di splicing e la
traslocazione dal nucleo al citoplasma.

La lunghezza della coda di poliA del mRNA nel
citoplasma non e costante: puo essere accorciata da
una RNasi e allungata da una poli(A)polimerasi
citoplasmatiche.....



L’'mRNA eucariotico & modificato ed esportato

<1 min La trascrizione inizia; viene modificata
I'estremita 5’

6 min L'estremita 3’ del’mRNA é rilasciata
per taglio

PR,

25 min L’'mRNA é trasportato nel citoplasma

:?

PP ——AAAAAA

> 4 ore | ribosomi traducono I'mRNA

o5 ) g raanma




| a struttura della cromatina e la
trascrizione

« La compattazione del DNA in cromatina e un
ostacolo per la trascrizione

« La maggior parte della trascrizione avviene
nell'interfase del ciclo cellulare quando il DNA e
organizzato in fibre sui nucleosomi e compattato



Due tappe nellaregolazione dell'inizio della
trascrizione

Cambiamenti nella struttura locale del gene

L'apparato basale di trascrizione
si lega al promotore




Chromatin Structure and
Transcription

The histone octamer is roughly five times smaller
than the complex of RNA pol Il and the GTFs

The tight wrapping of DNA within the nucleosome
Inhibits the function of RNA pol

To circumvent this problem, the chromatin structure
IS significantly loosened during transcription

Two common mechanisms alter chromatin structure



The Highly Orchestrated Binding of
Activators Leads to Transcription

I\

Condensed

i

il

Recruited chromatin
remodeling complex
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Preinitiation
complex

s RN = S

Boom! Transcription



Modello di repressione trascrizionale nel lievito: la

de-acetilazione degli istoni rafforza il legame tra gli

Istoni e il DNA (code basiche) rendendo difficile la
trascrizione

(a) Repressor-directed histone deacetylation

Deacetylation of histone

@ = Acetyl group
Rpd3 N-terminal tails

Histone
N-terminal
tail



Modello di attivazione trascrizionale nel lievito:
I'iper-acetilazione degli istoni indebolisce il loro
legame con il DNA e favorisce la trascrizione

(b) Activator-directed histone hyperacetylation

Hyperacetylation of histone

f__ Genb %ﬁerminal tails

YEVINNR




Specific Proteins can Recognize these
Codes to Activate or Repress
Transcription

bromodomain subunit of TFIID

6 histo/ne H4 tail



Enhancer e Silencers

» Sono elementi di DNA indipendenti per
posizione e orientamento rispetto al
promotore. Essi stimolano o reprimo la
trascrizione del geni al guali sono associat
mediante il legame alle loro sequenze di
proteine.

* Sono molto importanti per I'espressione
dei geni tessuto-specifici



CRSP/ARC

Enhancer

Gonad-specific
enhancer

Enhancer

L US
Many genes
- w RNA ¥ 9

polymerase Ii _J

Coding

Tissue-specific

8 IF gene
W RNA

Core promoter Coding

Reprinted by permission from Nature
Levine, M. & Tjian, R., Nature, 424, 147-151 (2003)
Copyright (2003) Macmillan Publishers, Ltd.

DNA replication

‘ gene

Core promoter Coding




r activator protein

- —==**:—-—-—>——————
enhancer TATA box start of transcription
(binding site for BINDING OF
activator protein) GENERAL TRANSCRIPTION

FACTORS, RNA POLYMERASE,
MEDIATOR, CHROMATIN REMODELING
Y COMPLEXES, AND HISTONE ACETYLASES

~:— chromatin

remodeling
complex

mediator

,‘N\

TRANSCRIPTION BEGINS

Transcription initiation in the cell often requires the local recruitment of
chromatin-modifying enzymes, including chromatin remodeling complexes and
histone acetylases - greater accessibility fo the DNA present in chromatin



ESEMPIO DELLA COMPLESSITA DI UN PROMOTORE
EUCARIOTICO

Fos/Jun CREB/CREM

.
PPARy/RXR HNF-3 receptor __/ FOS/JUN

Insulin / GR %{3 C/EBP
Y\

RAR ;

PPARRE IRE P4 P31 CRE-1

| | | | ! | !
-1000 -500 -400 -300 -200 -100 0

Copyright 1999 John Wiley and Sons, Inc. All nghts reserved.

promotore del gene PEPCK (fosfoenolpiruvatocarbossichinasi)



RNA polymerase | and lll recognize distinct
promoters, using distinct sets of
transcription factors, but still require TBP

Each of these enzymes also works with its own
unique set of general transcription factors.
However, TBP Is universal for most of the cases.



RNA polymerase | promoter
—>

28S UPE rinr 18S

285 ¢

Upstream
promoter
. element

Promoter

RNA polymerase Il promoter

—>
/,I Inr
Enhancer TATA box
L ]
Promoter
or
—>
/f Inr DPE ———
Enhancer L 1
Promoter
RNA polymerase Ill promoter
Type I: 5S rRNA Type lI: tRNA

—I:A block[—{C block —I:A block|//~

B block

Figure 29-17
Biochemistry, Sixth Edition
© 2007 W.H.Freeman and Company

| promotori di classe | sono
riconosciuti da due TF: uno si
lega all’elemento UPE e uno
all’elemento centrale Rinr (che e
responsabile del reclutamento
della RNA pol I)

| promotori di classe Il
richiedono fattori che si legano
ad un promotore che e a monte
e interno al sito di inizio della
trascrizione



RNA polymerase | resides in the nucleolus and is responsible
for synthesizing three of the four types of rRNA found in
eukaryotic ribosomes (28S, 18S,and 5.8 S rRNA).

The promoter for the rRNA genes comprise : the core
element and the UCE (upstream control element).

Pol | promoter initiation requires Pol |, SL1 and UBF. SL1
comprises TBP and three TAFs, and binds DNA only in the
presence of UBF.

a

B A
I

UCE ] ‘ )
~150 -100 —45 +1 +20

. —TBP

UBF SL1




RNA polimerase Il usa promotori sia a
valle che a monte

® RNA polimerase Ill ha due tipi di promotore.

e | promotori interni hanno sequenze consenso corte localizzate
all'interno della unita di trascrizione e determinano l'inizio della
trascrizione ad una distanza fissa a monte (tRNA e rRNA 5S).

e | promotori a monte contengono tre corte sequenze consenso a
monte del sito di trascrizione che sono riconosciute dai fattori di
trascrizione (SnRNA).

4 l_J;) L) )

Box A Box B

TBP
TFIIIB \ TFIIIC

,—»

Box A Box B




Pol Il

® TFIIIA e TFIIC si legano alle sequenze
consenso e permettono a TFIIB di
legarsi allo startpoint.

e TFIIIB ha TBP una subunita e permette
alla RNA polimerase di legarsi.

Type 2 internal promoters use TFIIC

Figure 21.8 Internal type 2 pel III promoters use binding of
TFIIIC to boxA and boxB sequences to recruit the positioning
factor TFIIIB, which recrnits RNA polymerase [IL

Type 1 pol lll promoters use TFIIAC

Dy irtualtext ww\u.el'g'llo.m

Figure 21.9 Internal type 1 pol Il promoters use the assembly
factors TFIIIA and TFIIIC, at boxA and boxC, to recruit the
positioning factor TFIIIB, which recruits RNA polymerase IIL.

There are three types of pol lll promoters

A
box A box C

ALY\
boxA boxB

i o i
Evintualtext wow 81QIt0 com

Figure 21.7 Promoters for RN A polymerase III may consist of
bipartite sequences downstream of the startpeint, with boxA
separated from either boxC or boxB. Or they may consist of
separated sequences upsiream of the startpoint (Oct, PSE,

TATA).



Geni codificanti gli rRNA

I geni codificanti per per gli rRNA 28S, 5,8S e 18S sono organizzati in un‘unita
trascrizionale ripetuta in tandem.

-

ers RIS s

Pre-rRNA gene
13 kb

585

Nel genoma umano, le ripetizioni

i oss

sono organizzate in 5 cluster di circa 150-200

copie presenti sul braccio corto dei cromosomi 13,14,15, 21 e 22 (solo una frazione

di esse pero e trascritta, mentre le altre sono silenziate).

I geni I'rRNA 5S sono organizzati in unita ripetute che formano un cluster di ~200-

300 geni in prossimita dell’estremita telomerica del cromosoma 1

91



Promoter —

458 transcript

18S

5/

in the nucleolus

5.8S] 28S

Transcription

I 4D D v

| Cleavage

This processing occurs

(the light pink regions
are degraded)

rRNA

rRNA rRNA |

Functional RNAs that are key
in ribosome structure




Processing degli rRNA

« Vengono trascritti sotto forma di grandi molecole
precursore. Negli eucarioti pre-rRNA 45S che contiene
rRNA 28S, 18S e 5.8S separati tra loro da sequenze ITS
(Internal Transcribed Spacer)

« La sintesi e processing ha luogo nel nucleolo dove ha
sede anche I'assemblaggio dei ribosomi e richiede
I'intervento di snoRNA con proteine (complesso
ribonucleoproteico) che genera tagli endonucleolitici
specifici per togliere ITS.

 La sintesi della 5S avviene ad opera della RNA pollll e |l
precursore e presente come centinaia di copie disposte
In tandem che poi una volta processato raggiunge Il
nucleolo per essere allestito con gli altri rRNA nei
ribosomi.



Gli rRNA sono tagliati
da un precursore comune

5I

|
e I e
' E— [ |
lI— E
— I' B
- B
185 l—
B
-0
—_
e
5,85
==
28BS
; Endenucleasi
— 3-5-esonucleasi
— 5'-3-esonucleasi

Laewin, IL GEME ¥, Esnkchalll aditore S.p &, Copyright £ 2006
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Modificazioni dell'rRNA

. Metilazione (55 lievito, 110 vertebrati)

. Pseudouridilazione (45 in lievito, 100 vertebrati)



RNA Pol |

RNA pol I sintetizza gli
rRNA 185, 5.8 S e 28S
partendo da un unico
RNA precursore, che
viene modificato
chimicamente e poi
tagliato

L’rRNAG5S e
sintetizzato da RNA Pol
11

5’ 45S precursor rRNA 3’

ppp - I

Il I - OH

| 13,000 nucleotides {

CHEMICAL MODIFICATION

. Whepbmpgen ©| © | by

degraded regions of _____/
nucleotide sequence

18S rRNA

oo

incorporated into
small ribosomal
subunit

CLEAVAGE

5.8S rRNA  28S rRNA

L e

m 5S rRNA made
elsewhere

incorporated into
large ribosomal
subunit




La pseudouridina e derivata dalla uridina

Pseudouridina
sintasi
O 0
HN”E”CH HN §~w”
3 45 2
W # p
o N o0° Y~

Uridina Pseudouridina (i)



snoRNP (small nucleolar RNP)

. Box C/D == metilazione

. Box H/ACA ==> pseudouridilazione



Geni codificanti i tRNA

I singoli geni codificanti per i tRNA sono presenti in copie multiple nel
genoma.

Nella sequenza del genoma umano, sono stati individuati 497 geni per tRNA,
che rappresentano 49 specie di tRNA sulla base dell'anticodone (21
isoaccettori).

I geni per tRNA sono dispersi nel genoma ma sono organizzati in cluster: piu
del 50% sono localizzati sul cromosoma 6 (140 geni in una regione di 4Mpb)
e sul cromosoma 1. Altri cromosomi hanno meno di 10 geni per tRNA.

Il numero di geni per tRNA risulta correlato con le dimensioni degli oociti.

Table 19 Number of tRNA genes in various organisms

Organism Number of canonical tRNAs SeCys tRNA
Human 497 1
Worm 584 1
Fly 284 1
Yeast 273 0
Methanococcus jannaschii 36 1
Escherichia coli 86 1

IHGSC, Nature 2001 409:860-921, Tab. 35

100



Il processing dei tRNA

, .. tRNA characteristics
| pre-tRNA sono monocistronici e

contengono estremita estese
sia la 5’ che al 3’ che saranno
tolte da endo ed eso-nucleasi
(endonucleasi RNasi P per il
5’ e taglio endonucleolitico da
RNasiZ al quale fa seguito
I'aggiunta di CCA da una
tRNA nucleotidiltransferasi)

 ltis 75-90 nucleotide in sequence.

» tRNA folds to form a specific shape called
cloverleaf.

attached amino
acid (Phe)

_@

«@Q
@

Alcuni tRNA possono contenere
introni che verranno rimossi
con lo splicing

ALLLLELLLALE LR LRI

-

Segue tutta una serie di
modificazioni chimiche delle
basi ad opera di enzimi

tRNA characteristics

* There are two ends in

specifici (pseudouridina, the tRNA:
diidrouridina, etc) per dare le e

caratteristiche basi insolite
che determinano la specificita
dei tRNA per la loro
composizione in basi e
struttura terziaria.

[LLULLLLLLL LR L LR LR LR L

* The 3’ end is where the

amino acid is attached
and itis called the
amino acid attachment
site.
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tRNA-amino acid

* Adding an amino acid to a tRNA is called
aminoacylation or tRNA charging.

* An enzyme called aminoacyl-tRNA synthetase
adds the correct amino acid to the corresponding

tRNA.

* The process produces a charged tRNA or

-
. - . .
aminoacyl tRNA. = tRNA-amino acid
-
& Aminoacylation or tRNA charging
-
-
5 /;_.?E B
- j V& :"- )
= . Stachment site OH L
= tRNA-charging j % o B Esterbond
2 Z L. B :
= + tRNA charging uses ATP as a source of energy. : § E“” . E_'° Y i el E e
- S (€ - 8 e
- - c o ¢ [a
- == U U U U
2 + Each amino acid has a specific 2 ;" Wecaaa? Q,.o.“.ug\u.é e CUCUC - Y
. @ alaiei¢iu, ] e 6/6lc/cly 3
= aminoacyltransferase. ) b & ?N—Cﬁahé\t? s &5 u'.:°'°°.°gl$
= + The 3 nucleotides of tRNA is always CCA in all - antcodon [ [E 3 ¥ oenistenbecametna | 131 IS
- - oop 9V "‘°°"; aligns this way relative to MANA o
= tRNAs. 5 j- & -postt ..{c D
2 j Artcosen IRNA‘; Ahny&lﬁ;NA‘“ Sd
= + The amino acid binds to the 2" or 3’ sugar of - =1
= . , ~
g adenine (A) of the 3' CCA. & ﬁ ¢
! 7
& o
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tRNA-charging
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