LA TRASCRIZIONE

w processmel qualeil DNAstampovienecopiatoin una
molecoladi RNA

w Lamolecoladi RNA d&denticain sequenza f f QS 7
codificantee complementarea quellastampa



La trascrizione e simile alla replicazion

ma esistono alcune importanti differenz

1.
2.
3.
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_a RNA polimerasi non necessita di un primer
€ puo Iniziare la trascrizione de novo

[ Qwb! LINPR20GUZ2 Y2y NJ
stampo di DNA (solo in un breve tratto)
Sebbene accurata, la trascrizione € meno
fedele della replicazione

La trascrizione copia solo alcune parti del
genoma, ma molte centinaia o migliaia di volte




® RNA polimerasi

Polipeptide in crescita

mRNA

@ Inizio
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Un filamento del DNA viene trascritto in RNA

Filamento stampo Filamento codificante
5 TACGCGGTACGGTCAATGCATCTACCT

‘r"“"4’ / o« il
» | " \ _
AV \_.{,f . T 3 ATGCGCCATGCCAGTTACGTAGATGGA

g L
Filamento Filamento stampo
codificante , X :

La sequenza del’RNA e complementare al filamento stampo

Trascrizione . i
e uguale al filamento codificante

Trascritto di RNA Trascritto di RNA
4 = 5" UACGCGGUACGGUCAAUGCAUCUACCU

DNA nontemplate (coding) strand

(5) CGCTATAGCGTTT(3')
DNA template strand

(3') GCGATATCGCAAA(5')

(5) CGCUAUAGCGUUU(3) RNA transcript



Polimerasi
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Le subunita delle RNA polimerasi

Prokaryotic Eukaryotic
Bacterial Archaeal RNAP | RNAP i RNAP Il
Core Core (Pol I) (Pol II) (Pol 1lM)
B’ A'IA" RPA1 RPB1 RPC1
B B RPA2 RPB2 RPC2
« D RPC5 RPB3 RPC5
o L RPC9 RPB11 RPC9
w K RPB6 RPB6 RPB6
[+6 others] [+9 others] [+7 others] [+11 others]
Oloenzima Specificita del
Assemblaggio promotore
RSt f QSy

riconoscimento del
promotore

Legame Legame
nucleotidi  stampo







Modello a chela di granchio
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Movimento dell'enzima
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2 ioni Mg, 1 strettamente legato, il secondo introdotto ad ogni ciclo con il NTF

Incoming NTP is attacked at the
| ?-Q( a phosphate by the 3’ hydroxyl
CH, _O B  of the growing RNA chain.

o o
. // ASp
~0"
/ O
/C\ Y RNA
Asp Asp polymerase
Figure 26-1b

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H. Freeman and Company



Transcription
bubble

| Nontemplate
strand

Template
strand
NTP
channel
RNA-DNA
D Active
) site
Direction of transcription
Figure 26-1a

Lehninger Principles of Biochemistry, Fifth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Attivita delle topoisomerasi

Sottoavvolto DNA in corso Superavvolto
(superavvolgimenti di trascrizione (superavvolgimenti
negativi) positivi)

ININ ?Nw\\/\\/\\

La topoisomerasi rilascia La girasi introduce
| superavvolgimenti superavvolgimenti
negativi negativi

SINGNONGNO NN\

DNA duplex (10,4 bp/giro)
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L’RNA polimerasi catalizza la trascrizione

Riconoscimento dello stampo: la RNA polimerasi
si lega al DNA duplex

La trascrizione puo essere —
divisa in quattro stadi:

I DNA viene svolto a livello del promotore

@

R | CO n OSC' m e nto Inizio: vengono sintetizzate e rilasciate catene

molto brevi

&

Allungamento: la polimerasi sintetizza RNA

Terminazione

Terminazione: la RNA polimerasi e 'RNA vengono
rilasciati

PN NS, /‘

Inizio

Allungamento

P W S




Fattoritrans-agent



| promotori procarioticl

Un tipico promotore dE.colie costituito da tre componenti:
le sequenze consensB5e-mn X S At  aA

[ |'seqwenzaconsens@ uBasequenzadealecherappresenta
le basichepiu frequentementesitrovanoin unadeterminata
posizione

+1
-35 -10 >
TTGACA 16-19 basi TATAAT | 5-9 basi
Sequenza -35 Pribnow box S i fle

' ' ' inizi : : lla trascrizion
Coinvolta nel riconoscimento iniziale&Coinvolta nel melting o della trascrizione

da parte della RNA polimerasi separazione delle eliche del DNA

[ Iforz8 RA dzy LINPY2U2NBE RSAONM G
polimerasi inizia la trascrizione, ovvero il numero di trascritti
che produce in un determinato tempo.



<€ A monte

Gene Regione =35 Pribnow box Sito di inizio della
(regione ~10) trascrizione (TSS) (+1)

araBAD (;(JAT(,(‘TACLTGAC(:CTTTTTAT(JG(JAA(JT(JT(‘TALT(JTTT(,TL(,AT_@(,(J(J(JTTTTT
araC GCCGTGATTATAGACACTTTTGTTACGCGTTTTTGTCATGGCTTTGBTCCCGCTTTG

bioA TT(,(,AAAA(;(:T(:TTTTTT(;TT(:TTAATT(,(:(;T(:TA(:ALTT(,TAA;X(;(,TAAAT(‘TTTT
bioB CATAATCGACTTGTAAACCAAATTGAAAAGATTTAGGTTTACAAGTCHACACCGAAT
galP2 ATTTATT(‘(,ATGTCACALTTTT(J(J(,ATLTTT(JTTAT(J(,TAT(J(;TIﬁTTT(,ATA(‘(,AT
lac A(,(,(,(,A(JGLTTTALACTTTAT(;(,TT(ICGGCT(,(xTAT(:TT(,TbT(;&“ﬁATT(}TbA(}Lbb
lacl CCATCGAATGGCGCAAAACCTTTCGCGGTATGGCATGATAGCGCCCGGAAGAGAGTC

Al AAAATAAATGCTTGACTCTGTAGCGGGAAGGCGTATTATCACACC] '_";,@}g(:(‘(:( CGCTG
i1 CAAAAAAATACTTGTGCAAAAAATTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCH _;TT(;A(:A( GA
kil CAATTTTTCTATTGCGGCCTGCGGAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGG
(RNADT (,AA(,(JTAA(,ACTTTACA(:CGG(.(;(J(:T(,ATTT(:ATATGATG()G(J(JC(]@[LTTL(‘LGATA

inp AA'\T(,A(,(,T(,TT(,ACAATTAAT(,AT(,(,AA(,TA(JTTAA(,TA(,TA((J(,A,k(;TT( ACGTA
Regione =35 Pribnow box TSS
Sequenza , |
consensus: Gl TR GEANCEANTE - -[11-15bp]--T A T A A T:::[5-8bp]: - BEES
% dipresenza 42 38 82 84 79 64 53 45 41 79 95 44 59 51 96 %51 T
della base indicata B8
42

A FIGURA 11.2  Sequenze di promotori rappresentativi di E. coli. Per convenzione, queste
sono date come le sequenze che si troverebbero spostandosi sul filamento codificante, da
sinistra verso destra in direzione 5'-3". I numeri al di sotto della sequenza consensus indi-
cano la percentuale di comparsa del nucleotide indicato in quella specifica posizione.



CONSENSUS SEQUENCE APPROACH TO THE IDENT

OF GENETIC SIGNALS
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LI, 1

L]
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| fattore sigma lega il DNA

(interazione di una -elica con il solco maggiore)

Fosition 13 =12 -11-108-8 -7 st www BNGITO

Interazione del fattore sigma con il filamento non stampo



L’inizio della trascrizione comprende piu fasi

Sigma (o)

L’oloenzima si lega in modo

reversibile a qualunque sequenza
di DNA

‘Complesso chiuso

INIZIO

D E L L A Fusione del DNA

solo ai promotori

TRASCRIZION

Durante l'inizio abortivo
I'oloenzima non si sposta

Complesso ternario
~ contenente RNA

La Ilberaznone del promotore
richiede 1-2 secondi ed € un
passaggio che limita la velocita
della reazione

L’RNA polimerasi inizia
I'allungamento




“passaggio transiente”

RNAP

-35 =10 +1

“a bruco”

=35 -10 +1 ; =35 =10 +1

RNA abortivo

accartocciamento

(NTP), (PP, @
-35 -10 +1 ;

RNA abortivo —35 10 41
LI aal 3342 GNIYyaASyuaSy fQwb! LRf ]
I 0 NHzO2Y LINBYSRS f QSaA&USYIl | RA
accartocciamenty f QSyYy Il AYlI GAN} RSYGONR R




Associazione e dissociazione del fattore sig

"

sy N
core” terminazione della trascrizione

enzimatico
veloce lento ‘ '4 veloce

VIA\VIA\VI /s
Iiberazione del

in “attesa’” sul DNA promotore
p <« ﬁ '# molto
loc
o r ciclo del fattore o veloce

molto veloce

—

nucieo enzimatico

SIS SNLLS

riconoscimento

sigma si associa al
g del promotore

nucleo enzimatico


http://podcast.federica.unina.it/mini/img.php?src=/files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-10-19.jpg

Tutta I’'RNA polimerasi é legata al DNA

. 500-1000
nuclei dell’enzima
. 4 in complessi deboli
v
b 500-1000
oloenzimi
‘_ 4 in complessi deboli
v
‘ 500-1000
- oloenzimi
in complessi
_ } al promotore
v
\, Circa 2500 nuclei
/ dell’enzima impegnati
'} nella trascrizione

[ @St 20A0t O2y OdzA f Qwb !
troppo grande per essere dovuta alla diffusione casuale
(non esiste oloenzima libero)



Sigma controlla il riconoscimento

del promotore

L'oloenzima con o¢’° riconosce
una serie di promotori

Fattori Sigma £

di E.coli

__ N A

.
.

La sostituzione del fattore sigma
fa riconoscere all’enzima
una serie diversa di promotori

Fattori sigma diversi

legano promotori diversi <
-
Sigma | Gene | Massa Uso Squgnza Separazione Seqti%nza
s’% | rpoD | 70,000|generale TTGACA | 16-18 bp TATAAT
S H rpoH | 32,000 [shock termico |CNCTTGAA | 13-15 bp CCCCATNT
S N rPoN | 54,000 | carenza azoto | CTGGNA 6 bp TTGCA
st | flal | 28,000|flagellare TAAA 15 bp GCCGATAA




gene “costitutivo 70 gene “heat-shock 532

N NINTN. SN NYANVEN
promotore promotore
riconosciuto riconosciuto
da o7 da 03?2
032 070

la comparsa di nuovi
fattori sigma promuove
I’attivazione trascrizionale
di geni precedentemente
silenti

Ci sono piu tipi di fattori sigma ognuno specifico per una classe diversa di prome
Lo shock da calore aumenta la quantita di fattore sigma 32
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(b)

Topoisomerasi polimerasi Topoisomerasi

che rimuove che rimuove
i superawolgimenti i superawolgimenti
negativi positivi
ATTTIITIN :
0 eI ‘
RNA
polimerasi

A FIGURA 11.4 Due modelli per la fase di allungamento della catena nel processo di tra-
scrizione. (a) Se la RNA polimerasi seguisse il filamento stampo intorno all’asse del DNA a
doppia elica, non ci sarebbe tensione e il DNA non si dovrebbe superavvolgere; in tal caso,
la catena di RNA risulterebbe avvolta intorno alla doppia elica ogni dieci coppie di basi.
Questa ipotesi sembra improbabile, perché risulterebbe difficile liberare il trascritto dal
DNA a doppia elica. (b) Alternativamente, le topoisomerasi dovrebbero eliminare i superav-
volgimenti. Una topoisomerai capace di rilassare i superavvolgimenti positivi situati a monte
della bolla di trascrizione dovrebbe rilassare il DNA. Una seconda topoisomerasi localizzata a
valle rispetto alla bolla di trascrizione dovrebbe rimuovere i superavolgimenti negativi.
(Adattato da Futcher, B., 1988. Supercoiling and transcription, or vice versa? Trends in Genetics. 4: 271-272).



a bolla di trascrizione

L'ibrido 7 La bolla di trascrizione
RNA-DNA e di circa 25 bp

ha9bp |
Uscita \ , Timone  Movimento
V'Y o
5" “ ":

N A,

-.';‘

o

L'enzima copre
circa 10 bp

a valle
Nucleotidi
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) Negative Positive /1
=7/ )\ supercoils supercoils =2 ()]

Direction of transcription



PROOFREADING
PIROFOSFOROLITICO

PROOFREADING
IDROLITICO

I'enzima rallenta,
prevale la
reazione inversa

Gre promuove
Iidrolisi &
dell'ultimo tratto

ucleotide errato

O .

il pirofosfato & aggiunto di Gre (fattore procariotico) fa

nuovo al nucleotide errato invertire la direzione della
sintesi






RNA polimerasi

atelnialetaind
aoNoOOONC

N/
>

>

Rho dipendente




Termine Rho indipendente

La terminazione Rho indipendente richiede due sequen:
adiacenti nella regione terminale del DNA trascritto

AJnasequenzaipetuta e inversadi circa 20nucleotidi
(riccain G:C)

AJnasequenzali circa 8basiriccain coppieA:T

Questielementinon hannoeffetto fino achenon
vengonotrascritti dallaRNApolimerasi



Estremita dell’'mRNA

Uuu
U U
Direzione della trascrizione -G
> SMX ricca

Ripetizione invertita Ripetizione invertita c-¢ ) in G-C
5 " e = — .. Trascrizione G C
DNA 3 :\TT#AA(’(}CT(J(‘TTTT GGAGCCTTTITTTTT 3 » G-C
Y TAATTTCCGAGGAAAAICCTCGCGGAAAAAAAA Y A-U
' — y | AU

'{(’gi‘)“(' l.i('('ld{('gi”“(' ]'i('(.|l _\ l 1 l IAULI l] L[ L‘ l[

in G-C in A-T S i‘.sh‘t;nn-il;:i 3
Filamento Ultima base
stampo [rascritta

A FIGURA 11.5 Ripetizioni invertite nella sequenza di DNA trascritta possono generare
una molecola di mRNA che forma una struttura a forcina. Questa ¢ spesso utilizzata per ter-
minare la trascrizione.

Laripetizioneinversapermette la formazionedi unastruttura a forcina
y' St f tesctittb cherallentala RNApolimerasi Lasequenzaiccain
AUy St f (RNEBDNAfdv@isceladissociazion® S f  (Giwdoi !
legamiidrogenoe interazionedi stacking) @l distaccoR St f QS y 1



Dominio L'anello di esameri di rho 5
Notorminals si lega al’'RNA
per il legame
con I'RNA

Dominio
C-terminale
Basi ATPasico

C 41% La terminazione

U 20:/0 avviene su una

g fi o;o di queste tre basi
o

3 ’
AUCGCUACCUCAUAUCCGCACCUCCUCAAACGCUACCUCGACCAGAAAGGCGUCUCUU

Legame di rho sul sito rut
(sequenza presente nella parte terminale del DNA trascri
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Terminazione

L'RNA polimerasi
trascrive il DNA

[ Rho svolge

Rho si lega al r I'ibrido DNA-RNA

sito rut sull’RNA

/ ;@ > ¥ Rho trasloca

/ T '
“'L'RNA polimerasi si ferma ad AL / lungo I'RNA
una forcina e rho la raggiunge

/\/./._//

/\S

Sitorut ricco In citosine
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Inibitori delle RNA polimerasi

Inibitore

Enzima bersaglio

Azione dell'inibitore

Rifamicina
Streptolidigina
Actinomicina D
a-Amanitina

oloenzima proc.
nucleo enz. proc.
pol | eucariotica
pol Il eucariotica

lega p e inibisce inizio

lega p e inibisce allungamento
lega il DNA e inibisce allungamento
lega la RNA polimerasi Il







Polimerasi

Inizio

Promotore Terminatore

—35 —10—1+1 +10

Prossimale Distale I
A monte A valle

Unita trascrizionale


http://podcast.federica.unina.it/mini/img.php?src=/files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-10-4.jpg

E. Coli possiede diversi fattori sigma

Gene Fattore Sequenza -35 Separazione Sequenza —10

generale  nop) o0 TTGACA 16-18 bp TATAAT
9 hoH 02 CCCTTGAA 1315bp  CCCGATNT
carenzadi rhoN o> CTGGNA 6 bp TTGCA
sintesi— fliA  o*%(0") CTAAA 15 bp GCCGATAA
flagellare

stress sigH " AGGANPuPu 11-12bp  GCTGAATCA

calore e sali

Fattori sigma diversi legano promotori diversi
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p constitutive expression: transcription of RNA

without the action of regulatory proteins

P basal level: the amount of RNA expressed
without the action of regulatory proteins

RNA
polymerase

promoter et gene




repressor: a regulatory protein that
decreases the level of transcription

représsor

promoter

target gene

operator: the site on DNA where
a repressor binds




l livello basale

di trascrizione

sito di legame | operatore
dell'attivatore

promotore

assenza di trascrizione

isomerizzazione
spontanea

che porta
all'attivazione
della trascrizione




A

sito sito

attivatore

proteina
che curva
il DNA




P In the absence of regulatory proteins, RNA P A repressor decreases the level of

is often expressed at a low, basal level transcription
P An activator increases the level of P The site on DNA where a repressor binds
transcription is called an operator

P Activation can occur by recruitment or by
allostery

RMA
polymerase

activator operatore

activator
binding site




OPERONE

PROMOTORE MODULARE
, . Siti di legame per
Promotore Operatore Geni strutturali fatton trascnzlonaln Promotore
THOANITAN AN ,A\v,‘\w,. N TR TESTIEN TN TN T

Nella condizione di default il gene & acceso Nolla condlzlono dl default il gene & sponto

Il gene & acceso: la RNA polimerasi | fattori interagiscono con I'RNA polimerasi
inizia la trascrizione dal promotore

IS VIV IV IAVYIAY A

Il gene & aeono
‘ da attivatori

RNA /A \SN\S NS\ SIS RNA Z W\ \/\S

Proteina “Cefgiigiud e

Proteina “eSlufud ity

il gene & spento quando
mancano i fattori trascrizionali

,h ,/\ SANITANTIANITINANSTNANTANANTL I\ 4

il gene é spento quando
) silega il repressore

N TIANNITTANTANTSTANITIANS N\ 4

FANSAN AN\
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Gene Siti di

regolatore controllo . .
Geni strutturali

- Operone del lattosio >

P lacl PO lacZ lacY lacA

DNA

1040 82 3510 780 825
mRNA SIONSN

: . ,‘,,“

Proteina Repressore B-galattosidasi Permeasi Trans-
acetilasi
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OH

Legameb-galattosidico Galattosio

CH,OH { OH —
HO o7 —o b-galattosidasi
OH OH <
' o OH
CH CH,OH H.O
Lattosio
CH,OH
Q oH
OH
HO
OH

Glucosio



L’espressione di /ac risponde all’induttore

Aggiunta Rimozione
dell’induttore dell’induttore

Livello di mRNA Jlac

; Livello indotto
allolattosio

Induttore = / N

Livello basale .
Livello basal

0 2 4 6 8 10 12 min

Livello di B-galattosidasi

Ritar’

'Livello indotto

Livello basale

0 2 4 6 8 10 12 min




| 2y ONRE 2 yS3IlaAg2 RSt Q2

Elica-giro-elica —» «-elica .2 R a-elica

=

s

Cerniera —» &/‘
N

a-elica Fogllétth a-elica

, . DOMINIO 1

{ &—— sitodi legame
\ \ dell'induttore
S ‘}\/4— Dominio 2

r a-elica
(g

Oligomerizzazione C

monomero e dimero del repressore Lac
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| 2y ONRE 2 yS3IlaAg2 RSt Q2

domini di legame
/\ al DNA
motivi elica-giro-elica

domini di
oligomerizzazione

“fascio”di 4 alfa eliche anfipatiche

Struttura del tetramero lac R
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| 2y ONREE2 yS3IAFIALG2 RSttt Q2l

In assenza dell’induttore ciascuna
delle due “teste” aminoterminali
lega una parte della sequenza
palindromica dell’operatore

S\ SIS

Il legame dell’induttore induce una
transizione conformazionale nel
dominio a cerniera, che fa divergere
le due “teste”, le quali non sono piu
in grado di legare il DNA
CONTEMPORANEAMENTE

Induttore

\

5" ‘JAATTGTGAGC‘:G ATAACAATT
TTAACACTCGC TATTGTTAA

-
| |

“meta sito” “meta sito”

G
C
-
|

operatore /ac
[ SAFYS RSttt QAYRdzi G 2NB
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Assenza di lattosio

Presenza di lattosio

Monomero Tetramero |l gene lacl sintetizza
un repressore
e monomerico
che forma tetrameri
LNS NS

Il tetramero si lega
all'operatore e blocca
la trascrizione

,A\wt,\'c.\w’ WY 7N

lacZ lacY lacA

L'induttore converte
il repressore lac nella
¥ 4 forma inattiva che non

/
\ pud legarsi all'operatore

IA\ ,A\ ,‘\ SIANSLDSNLSNSLDSNSS\ S

!

AVAVATAVEAY AWV

L'RNA polimerasi
si lega al promotore

e trascrive 'RNA ‘
Co Sy W

L'mRNA é tradotto in tutte e tre le proteine
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DNA Repressore Repressore + induttore

Operatore 25 401® 2 x 1010
Altro DNA 2:%:10° 2% 10"
Specificita 107 10*
Operatori legati 96% 3%
L'operone é: represso indotto

affinita del repressore per il DNA
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/ FIGURA 11.11  Repressione da cata-
bolita. (a) Siti di controllo dell'operone
lac. 1 complesso CAPAMP, non CAP da
sola, si lega al sito CAP del promotore lac.
Quando il sito CAP sul promotore non ¢
occupato, I'RNA polimerasi non si lega.
(b) In assenza di glucosio, il AMP forma
un complesso con CAP. I complesso si lega
al sito CAP, permettendo all’RNA polime-
rasi di legarsi al sito di ingresso sul promo-
tore ¢ di trascrivere i geni strutturali,

I Sito CAP P

T

Sito di ingresso
dell'RNA polimerasi
(b)

£ ;
| n y
{\j ¥ O —> )(Jomplc&so CAP-cAMP

\\
AP cAMP

I - T
\ l\- -r__:"'

Complesso RNA
CAP-cAMP polimerasi
Legati ai
rispettivi siti




sito CAP operatore
| |

promotore

sito CAP -35 -10

Cap aumenta la forza del promotore
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RNA-polymerase-binding site (promoter)

CAP- start site for RNA synthesis
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. repressor
+ GLUCOSE OPERON OFF both because
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CAP repressor because CAP not bound
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CAP RNA polymerase

- GLUCOSE
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repressore triptofano

ot



http://www.federica.unina.it/mini/img.php?src=../files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-11-21.jpg

il triptofano agisce da corepressore
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STHINTETETRTE T

0
¢
G

Attenuazione: meccanismo presente nei geni degli aminoacidi
La trascrizione degli enzimi biosintetici e rallentata se e presente il corrispondente aminc
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A FIGURA 11.12 Meccanismi fondamentali di controllo operanti nell’espressione dei
geni. Questi possono essere inducibili o reprimibili, ¢ controllati positivamente o negativa-

mente,




Motivi proteici per il legame con il DNA
cFattori di trascrizione
cAttivatori
wRepressorl
«Enhancers



Famiglie di fattori di trascrizione

wElicagiro-elica HLH
cwOmeodominio (elicairo-elica) HTH
wDita di zinco

wCerniera di leucina
wElicaansaelica

oNastroelicaelica



Il motivo elicagiro-elica (HTH)

w Costituito da due eliche separate da un breveirn

w [ QS f-térr@ihale i inserisce nel solco maggiore del DNA ment
f QS fttérmirale tabilizza il contatatto attraverso interazioni
ARNRBF20A OK®Brmioey f QSt A OF [/

: recognition
¥ helix

''''''''
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repressore trp cro (lambda) c/(lambda) CAP DNA
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dominio elica-giro-elica omeodominio

Omeodominio sotto forma di monomero si lega a geni di sviluppo della drosofila
[ QSt AOF RA &dzLJLI2 N2 8§ LIAG
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Il braccio
N-terminale entra
nella scanalatura

Le eliche 1 e 2
sono sopra il DNA

secondaria

L'elica 3 entra nella scanalatura principale
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| motivi Zn fingers sono formati da urstrand ed una -elica che si inserice nel
solco maggiore del DNA
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Il dito di zinco & un motivo che lega il DNA

1 1 2 2 3 3

3 dita di zinco legano 6 nucleotidi



Variazioni nel motivo a dita di zinco

N *

2 diversi motivi a dita di zinco
Zn chelato da 2 His e 2 Cys; 2 dita con Zn chelato da 4 Cys
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30 40 70 80

MKETRY KAFFKRSIQGHNDYM RLRKCYEVGMMKGGIRKDRRGG
) e I
HzN COO ~
Attivazione Residui che legano Legame dell'ormone
della trascrizione il DNA (sequenza e lunghezza variabili)
(sequenza e (66-68 residui

lunghezza variabili)  molto conservati)



Alfa elica anfipatica con una leu ogni 7 aminoacidi
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Le cerniere di leucina dimerizzano

Le leucine sulle facce
idrofobiche delle eliche
interagiscono

La regione
basica lega il DNA

114 ALY,



Garrett & Grisham: Biochemistry, 2/e
Figure 31.43

Il motivo
Leucine Zipper

Costituito da una elica anfipatica (DNA contact
una regione basica surface)

Z

Leucine zipper
(dimerization motif)

Le proteine con motivo leucine
zipper dimerizzano sia come
omodimeri che eterodimeri

La regione basica contiene il sito
per il legame con il DNA

La regione basica e spesso
formata da due eliche che
Interagicono e avvolgono con il
solco maggiore avvolgendolo




GAATC AGGTG
CTTAG L TCCAC t
k ¥
t t
+ +
+++ +++
o = +

i " *

lega lega lega

GAATC—GATTC GAATC—CACCT AGGTG—CACCT
CTTAG—CTAAG CTTAG-GTGGA TCCAC—GTGGA

Eterogeneita nelle sequenze riconosciute grazie alla dimerizzazione
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Proteine bHLH
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Met] (E. coli)

Costituito da due -eliche e un -strand che si inserisce nel
solco minore del DNA
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La trascrizione negli
eucarioti



/ RNA polymerase

Rewinding /Template strand /Coding strand Unwinding
3, / / 5/
5’ . 3/ 5
Nascent RNA-DNA hybrid \Elongation
RNA helix site
> PPP Movement

of polymerase



Trascrizione eucariotica

w Analoga a quella procariotica ma i complessi proteici delle
RNApolimerasi contengono molte piu proteine accessorie

w Presenza di piu RNA polimerasi

w Mentre nei batteri sono sufficienti pochi fattori trascrizionali
6 0 yS3ItA SdzOFNA2GA azy2 yS
trascrizione efficiente e promotorspecifica. Questi fattori
sono chiamati general transcription factors (GTFs).



Quali sono le funzioni delle tre RNA polimerasi”
RNA pol RNA pol
| [
APrecursore RNA | AmMRNA AtRNA Tipo di
ribosomali (rRNA) A5 S rRNA trascritto
Amall nuclear RNA | AsnRNA (Uy)
(SNRNA) Aaltri piccoli
Amall nucleolar RNA | RNA
(snoRNA)
AnicroRNA
nucleolo nucleoplasma nucleoplasma localizzazione
Non sensibile +++ [10°-108 M] ++ [10 M] Sensibilita
amanitina

Inoltre nella cellula eucariotica esistono altre RNA polimerasi :
-Mitocondri [ simile a RNA pol del fago T7]
-Cloroplasti [simile a RNA pol batterica]



RNA polimerasi eucariotiche

w Proteine multimeriche (50000 kDalton)

w Due subunita grandi simili a quebee b' della RNA polimerasi
di E.coli (i siti catalitici sono conservati)
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a) RNA polimerasi procariotica
b) RNA polimerasi Il eucariotica




procarioﬁ eucarioti

Pol 1 Pol 11 Pol 111
subunita

B EEREEE)

Bl <> ' 4»} subunita

di tipo
® @ D
@ @ @
) ® ¢ _ subunita
ez, S & comuni
= ] 0
] =] =

subunita
+5 +Aa +7 }

specifiche
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Fattori di trascrizione negli eucariot

( transacting factors = fattori che agiscono in trans )

w Le RNA polimerasi I, Il e Il non sono in grado di legars
promotore in maniera specifica

w Per il legame con il promotore dovono interagire con |
fattori di trascrizione

w | fattori di trascrizione riconoscono gli elemnti di
O2YUNRff2 S LISNXYSOGG2y2

A Possono essere distinti in:

- Fattori generall  TFIIB TFIID- TFIIE TFIIF TFIIH
- Fattori a monte

- Fattori inducibili

} Coattivatori- corepressori



Seqguenze regolatorie

-31 ..-26 -2..+4  +18..+32
w Promotore (nucleo ed elementi di posizionamento)
w Elementi prossimali al promotore -200 ..-70
Upstream activator sequences (UAS) 200 .-100

ELEMENTI REGOLATORI A LUNGO RAG®-1000 o piu

A Enhancer 500bp, posizionati 706L000bp a monte o a valle
A Silencers
A Isolatori: 3062000bp marcano il confine treu-etero cromatina

Boundary elements
A Regioni di controllo del locus LCR: organizzano i domini funzion:
A MAR SAR : regioni di attacco alla matrice

Tutti questielementicontengonosequenzdegateda proteine
regolatorie



(A)

Una tipica unita di trascrizione di lievito o

da-200a-100 da-31a-26

Sequenza Nucleo del

attivatrice promotore

a monte

(E) o . .
Una tipica unita di trascrizione di un eucariote multicellulare 41
da —1000 a =700 o piu da-200a-70 da-31a-26

Elementi Elementi prossimali ~ Nucleo del
regolatori del promotore promotore

a lungo raggio



Un promotore minimo della pol li
ha soltanto due elementi

Punto d’inizio

-
TATAA ... Nog---..... YYCAYYYYY..... .. Nogoon.... AGAC
. b k | \ ,
TATA box InR DPE

Nucleo del promotore
che contiene TATA

Nucleo del promotore

TATA-less

da-2a+4

+1
da-37a-32 da-31a-26 I_’ da+18 a+27 da+28a+32

P —

Elemento di TATA box Iniziatore Elemento Elemento
riconoscimento del motivo a valle del
di TFIIB dieci promotore

TATA box e presente solo nel 32% dei promotori



Sequenze di regolazione dei promotori di Pol Il
( elementi di controllo “in cis”):

* Elementi di POSIZIONAMENTO = posizionano Pol Il

almeno due tra:
* BRE (TF,B Responsive Element) lega TF,B
* TATA box lega TBP
* INR (Initiator) lega TF,D (una TAF)
* DPE (Distal Promoter Element) lega TF D (una TAF)

* Elementi di REGOLAZIONE => trascrizione: quando e quanto

* Elementi PROSSIMALI -40/-200 legano fattori di regolazione
* Elementi ENHANCER  ovunque legano fattori di regolazione

TFIB TBP TFID THID TFID TFID
HB‘I? -32 —31 —26 , —12 +11 +16 +21 +28 430

1! | BRE ) TATA ] / -ﬁ]--nlq:r—---m:—

+32 +34

GGG : ‘T AT AAAA CC ANTCC C'I"I'C C'I'GT 3 #CGTG: ‘AGC

CCACGCCC Ty ppANapp

elementiincispr esent | Il n un promotore nb
(un promotore in genere contiene solo alcuni di questi elementi almeno 2)

TBP: TATADbinding proteinTAF: TBP-associated factors
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| promotori delle varie RNA polimerasi

* RNA Pol |

UPE posizionatore
é RNA Pol I
elementi elementi posizionatore
distali prossimali

é RNA Pol lli

posizionatore

Promotore:insieme di elementi regolatodisagenti necessari
LISNJ f QAYAT A2 RSfEffIl 0GNJF &aONJ
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RNA polimerasi Il

Il CTD (Jerminal Domain) della RNA polimerasi |

A differenza delle altre RNA polimerasi, la subunita di 220 kDa del
wbh! LJ2f LL EHew2tRBESYKY (b QMDA
detta CTD (@erminal Domain)

Il CTD e costituito da ripetizioni di una sequenza di 7 amminoacidi
(PTSPSYS) contenente siti di fosforilazione

-Pro-Thr-SerPro-SerTyr-Ser
(52 ripetizioni in mammifero / 26 in lievito)

| residui di treonina (T) e serina (S) sono siti di fosforilazione da pé
di proteine chinasi specifiche che regolano le funzioni del CTD.
Lf /¢5 § O2Ay@2ftiaz yStftl NBFI



Trascrizione mediata da RNA polimeras

w Il CTD essenzialper lefunzionidellaRNA
polimerasie sporgeal di fuori dellaporzione
globulareR S f f Q@&nH6 h BOYiI8)

w Solo la RNARolll in cui la CTD nonfesforilatapuo
iniziarela trascrizionementret QI £ £ dzy 3l Y S
richiedela fosforilazione

w La TATA box (TATAAA) eppomotore universale

[ QA deldtrds@izionerichiedealmeno? fattori
generalidi trascrizione(GTFs)
TFIIA TFIB TFID TFIHE TFIF TFIH TFII



INIZIO

La RNA polimerasi Il interagendo con | fattori
generali della trascrizione forma un
complesso di preénizio
(Prelnitiation complex)



w[ QST SYSYy (2 ¢!l ¢! § NARO2Z2Y?2
trascrizionel FIl D
w TFII Ce formato da un complesso multiproteico

w ContieneTBHATATA binding protein) e diversé\F
(TBPassociated factor). Sono note 14 TAF

w Dopo il legame con il DNA, TBP distorce la sequenza
TATA (inserendo unsheet bel solco minore)

w Il complesso TBPNA costituisce una piattaforma a cui
sl associano altri fattori generali di trascrizione e la
RNA pol |l permettendo il corretto riconoscimento del
sito di Iinizio



TBP lega e distorce il DNA mediante tsheet
Inserito nel solco minore

I{ ‘As:’{“‘,g‘-\ A
N>

‘:?"h

/

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings

In seguitoal legameil solcominoresi Il legame di TBP e la piegatura st
allargae il DNAsi piegadi circa 80 DNA facilitano il legame di TFIIB

promotore



w TFID recluta TFIIB e TRi4BIeme alla RNApol Il. Sono reclutate
' YOKS f0NB LINRUISAYS O2YS Af
della RNApol II

w TFIIB orienta il complessouna direzione specifica tramite contatt
con la TBP e una sequenza ricca in GC che segue il TATA box.
dominio Nterminale di TFIIB (nastro di zinco ricco in Cys che leg
Zn) interagisce con la RNApol Il posizionandola sul sito di inizio

w Successivamente TFIIE e TEilllgano a valle della RNApol Il.
w TFIIH e 1l fattore piu grande e complesso (9 subunita )

w In alcuni casi TFIIA e reclutato prima di TFIIB contribuendo alla
stabitita del complesso. (TFIIA assieme a TFIlIJ non sono consid
O2YS FlFLiG2NBE 3ISYSNIEtA LISNI f Q7

w La trascrizione dipendente da DPE richiede due fattori addizione
CK2 e PC4

w La formazione del complesso di preziazione e seguita dal meltin
2 RSYFUOdzZNI T A2YyS RSt LINPY2U2NX
f Ot GGAPGAGE SEAOF&AAOF RA ¢CLLI




Fattori basali

complesso di prenizio di Pol Il
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