RNA e Trascrizione

Trascrizione nei procarioti



RNA

L'espressione dell’ informazione genetica contenuta
nel DNA implica sempre la formazione di RNA

L' RNA ha il ruolo di intermediario nel convertire
I'informazione genetica in proteina funzionale

Oltre alla funzione informazionale 'RNA puo avere
altre funzioni:

catalitica

regolativa

L’RNA HA UNA VERSALTILITA® FUNZIONALE MOLTO
MAGGIORE DEL DNA



COMPLESSI TRA RNA E PROTEINE
PARTICELLE RIBONUCLEOPROTEICHE (RNP)

L’RNA PUO SERVIRE DA IMPALCATURA: |’ ossatura sulla
quale in modo ordinato la proteina si assembla, riconoscendo
la sequenza primaria e/o i motivi strutturali secondari e
terziari

RNP CATALITICHE : La proteina funziona da enzima ma é
compito dell’RNA di indirizzarla o legarla al substrato
(telomerasi)

oppure
RNP CATALITICHE : L’RNA é catalitico mentre la proteina
funge da impalcatura (ribosoma, RNAsi P)

RNA CATALITICO: I'RNA puo catalizzare reazioni chimiche che
avvengono nella cellula (Ribozimi)

L’ RNA PUO ESSERE MATERIALE EREDITARIO



nucleotide

RNA vs.

DNA

nucleoside

Adenosine 5'-monophosphate
(AMP)
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RNA vs. DNA
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Different bases in RNA and DNA

PYRIMIDINES PURINES
@) NHZ NH2 0]
! o 4@
2 RS AN N N
NG 30—CH NG 3eH N7 6307\ HNT 6 3C77\
CZ1 SCH C2 1 SCH H(|32 4@': el éz ‘% 07"
O/ I?I O/ \ITI/ O/ \ITI/ SN \ITI H2N/ SN \|?|
H H H H H
Uracil (U) Thymine (T) Cytosine (C) Adenine (A) Guanine (G)
RNA

only DNA and RNA



Examples of modified bases found in RNA
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Examples of RNA structural motifs

Secondary structures
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Figure 6-95. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Le regioni di non
complementarieta
formano le anse (loop)
Le regioni complementari
formano gli steli (stem)



Secondary structure

Tertiary structure




CONFRONTO

Replicazione

Trascrizione

meccanismo chimico
direzione di sintesi (5'>3")
uso di uno stampo

primer

coinvolge l'intero cromosoma

entrambe le due catene
servono da stampo

attivita di correzione 3'>5'

velocita di polimerizzazione
500-1000nt/sec

/

e selettiva

solo una delle due catene
serve da stampo

molto scarsa

50nt/sec



CATENA STAMPO E CATENA CODIFICANTE NEL DNA

Le due catene hanno funzioni differenti durante la trascrizione:

(5")CGCTATAGCGTTT(3)  Catena non-stampo (codificante) di DNA
(3" YGCGATATCGCAAA(5")  Catena stampo di DNA

(5)) CGCUAUAGCGUUU(3")  Trascritto di RNA



IN OGNI CROMOSOMA, PER GENI DIFFERENTT
POSSONO ESSERE USATE CATENE DIFFERENTI
COME STAMPO
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Nelson & Cox | principi di Biochimica di Lehninger- Zanichelli 6 ed.

Esempio: genoma di adenovirus



Geni diversi posti sullo stesso cromosoma possono avere
come “coding strand” filamenti diversi del DNA

Nontemplate strand Template strand
of gene 1 RNA of gene 2

RNA Template strand RNA Nontemplate strand RNA
polymerase of gene 1 of gene 2 polymerase

Gene 1 Gene 2

13



Sintesi dell'/RNA dipendente da DNA

I1 nucleoside trifosfato entrante subisce
un attacco nucleofilico a livello del fosfato
o da parte del gruppo ossidrilico in 3’
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Major classes of prokaryotic RNA

* ribosomal RNA (rRNA)
16S (small ribosomal subunit)
23S (large ribosomal subunit)
55 (large ribosomal subunit)

* transfer RNA (tRNA)

- messenger RNA (mRNA)

There is just one bacterial RNA polymerase



PROKARYOTIC RNA POLYMERASE STRUCTURE

Subunit Number Role
a 2 binds sequences upstream the promoter
B (Rifampicin target) 1 forms phosphodiester bonds
B’ 1 binds DNA template
c 1 recoghizes promoter
w 1 7
Lfwe T/ o,pp’ w + c

holoenzyme core polymerase sigma factor

Nelson & Cox | principi di
Biochimica di Lehninger-
Zanichelli 6 ed.




La sintesi dell'lRNA avviene in tre fasi

1.L'RNA polimerasi cerca i siti di inizio (promotori)
cui si lega. La trascrizione e’ selettiva



INTERAZIONE DNA-RNA POLIMERASI di E.coli
regione -70 e +30 pb

= | pstream, downstream =——>

' T T

Lirection of transcription
]

Figure 10-10. Schematic representation of the major form of E. coli RNA polymerase
bound to DNA. By convention, the transcription-initiation site is generally numbered +1. Base
pairs extending in the direction of transcription are said to be downstream of the start site; those
extending in the opposite direction are upstream. The s 7 subunit binds to specific sequences
near the 10 and 35 positions in the promoter. The a subunits lie close to the DNA in the
upstream direction. The b and b subunits associate with the start site.



PROMOTER STRUCTURE IN PROKARYOTES

MRNA
5’ wmm PyPuPuPuPuPuPuPu AUG
-30 -10  +1
Promoter T
transcription start site
MRNA
-30 region -10 region
TTGACA TATAAT
AACTGT ATATTA
-36 -31 -12 -7 +1 +20
Pribnow box
82 84 79 64 53 45% 79 95 44 59 51 96%

consensus sequences



THE FUNCTION OF SIGMA FACTOR

* the sigma subunit of RNA polymerase is an "initiation factor”

* there are several different sigma factors (n=7) in E. coli that

are specific for different sets of genes

- sigma factor functions to ensure that RNA polymerase binds
stably fo DNA only at promoters

- sigma destablizes nonspecific binding o non-promoter DNA

« sigma stabilizes specific binding to promoter DNA

* this accelerates the search for promoter DNA

Ka (M)
Any DNA Promoter DNA
(nonspecific) (specific)
Core 2 X 10%
Holo 1 X 10/ 103 to 101

« promoters vary in “strength” by ~two orders of magnitude



Differenti subunita sigma (0): sette subunita
specifici per differenti set di geni

—-35 —10
5»TTGACA TATAA Trww~3"" Promotore comune
5«~TNNCNCNCTTGAA CCCATN T~~3" Promotore delle proteine dello shock da calore
5C TGGGNA TTGCA~3" Promotore delle proteine della carenza di azoto

Berg J, Tymoczko JL, Stryer L. Biochimica- Zanichelli 6 ed

Il tipo di geni espressi dipende dalla disponibilita delle subunita o



Regolazione della RNA polimerasi

La regolazione dell'inizio della trascrizione consiste
nella regolazione dell'interazione della RNA polimerasi
con il suo promotore

i promotori differiscono in sequenza nucleotidica

l

affinita di legame della RNA polimerasi

l

frequenza di inizio della trascrizione

i promotori differiscono molto per la loro efficacia



Consensus
sequence

rrnB P1

Typical E.coli promoters recognized by an RNA
polymerase holoenzyme containing 670

di Lehninger- Zanichelli 6 ed.

UP element —35 Region| Spacer |—10 Region| Spacer | RNA start
- +1
NNAAATSTATTTTNNAAAANNN N[ TIGACA | Ny; | TATAAT | N,
AGAAAATTATTTTAAATTTCCT |N| GTGTCA | Nyg TATAAT Ng A
lac TTTACA W\ TATGTT N A
Nelson & Cox I principi di Biochimica
- TIGATA| N, |TATAAT| N, | A
araBAD CTGACG Nl 8 TACTGT N6 A

Strong promoters: close to consensus sequences and spacing
Weak promoters: contain multiple substitutions at the -35
and -10 regions



La sintesi dell'lRNA avviene in tre fasi

2.L' RNA polimerasi svolge un piccolo tratto di DNA
a doppia elica : creazione dello stampo



Transcription initiation by prokaryotic RNA polymerase
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INIZIO ED ALLUNGAMENTO DELLA TRASCRIZIONE IN E.coli

DNA

RNA

polimerasi _————_

o Terminazione della trascrizione.
NusA si dissocia e '/RNA
polimerasi viene riciclata.

Promotore

RNA

© Lallungamento
continua. o’ si dissacia,
ed é sostituito da NusA.

o

Q/

Nelson & Cox I principi di Biochimica di Lehninger- Zanichelli 6 ed.

Promotare

& %

o- Il nucleo dell’RNA polimerasi
silega al promotore del DNA.

@ Siformala
bolla di

trascrizione.

Complesso chiuso

e

© Iniziodella
trascrizione,

S
@ [ldistacco del promotore
¢ seguito dall'allungamento.



INTERAZIONE RNA POLIMERASI-DNA

DNA a DNA srotolato
doppia elica (17 bp aperte)

,\,@N

RNA polimerasi



Trascrizione

/ RNA polimerasi

/ Catena stampo / Catena codificante
=5

N Sito di

Riavvolgimento

3.’

5’

RNA di Elica ibrida
nuova RNA-DNA allungamento
sintesi
5" PPP Movimento
(A) della polimerasi

Berg J, Tymoczko JL, Stryer L. Biochimica- Zanichelli 6 ed

Srotolamento

5.“

3.’



Bolla di trascrizione

DNA 3 ’ Catena ’
non stampo

Ibrido RNA-DNA,
(8 coppie di basi) Sito attivo

) Superavvolgimenti Superavvolgimenti
) negativi positivi

Direzione della trascrizione

Nelson & Cox | principi di Biochimica di Lehninger- Zanichelli 5 ed.

Direzione della trascrizione



La sintesi dell'lRNA avviene in tre fasi

3.L'RNA polimerasi termina la trascrizione



TERMINE DELLA TRASCRIZIONE
1) terminatore intrinseco, p indipendente

 Terminatore intrinseco:

- sul filamento stampo sequenza palindromica,
sequita da una corta sequenza di A

- L'RNA trascritto forma una stabile struttura

a forcina

* L'RNA contiene una coda poli-U



Terminatore intrinseco

Template serand
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La struttura a forcina

A base pairs destabilizza I’ibrido DNA-
e i RNA e/o le interazioni RNA-

RNA polimerasi.

DA




2) Terminazione p dipendente

L'elicasi p silega )
al sito rut. '

_ sito rut
2

ATP  ADP+P; \

P— L’elicasi separa
-~ » Il messaggero
dallo stampo

Nelson & Cox “I principi di Biochimica del Lehninger —zanicnem o ea



Inibitori della trascrizione in Procarioti

Rifampicina

Berg J, Tymoczko JL, Stryer L. Biochimica- Zanichelli 6 ed

La rifampicina inibisce l'inizio della trascrizione: inibisce la
formazione dei primi legami fosfodiesterici, si lega alla
subunita p della RNA polimerasi batterica e blocca il canale
attraverso il quale passa l'ibrido DNA-RNA.

-Trattamento della tubercolosi, lebbra e legionella



Tnibitori della trascrizione sia in Procarioti che Eucarioti

Sar /Sar -
meVal L-Pro L-meVal

Actinomicina D

X
+
N

H

Acridina
= . . . (a) . . . . (b)
Sia l'actinomicina D che I’acridina sono intercalanti, che bloccano

I’allungamento della catena da parte della RNA polimerasi

Nelson & Cox | principi di Biochimica di Lehninger- Zanichelli 6 ed.



