Biosinteza DNA in RNA:
podvojevanje in prepisovanje DNA



Nukleinske kisline

* Shranjevanje, prenasanje in izrazanje genetske informacije.
* Dve vrsti nukleinskih kislin:

— deoksiribonukleinska kislina — DNA: kromosomi v jedru, mitohondrijih in
kloroplastih,

— ribonukleinska kislina — RNA: rRNA, mRNA in tRNA.

* Prenos bioloske informacije: podvojevanje
(DNA -> DNA)
DNA Polymerase

DOV dNA

prepisovanje
(DNA -> RNA)
RNA Polymerase
LA RNA

prevajanje
(RNA -> Protein)
Ribosome

O-0-0-0-0O-0O-0 Protein

http://en.wikipedia.org


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/6/68/Central_Dogma_of_Molecular_Biochemistry_with_Enzymes.jpg

Podvojevanje DNA ali replikacija

* Proces podvojevanja mora biti zanesljiv, natancen, nezen in skrbno nadzorovan.
* Osnove podvojevanja so podobne v prokarionstki in evkarionstski celici.

* Prirazpiranju dvojne vijaCnice nastaneta dve enojni polinukleotidni verigi, ki
delujeta kot matrici za kopiranje.
* Sinteza novih komplementarnih verig.

* Kopija nove dvojne vijacnice DNA je popolnoma enaka starsevski DNA.
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Podvojevanje DNA

* Podvojevanje DNA je semikonzervativno.
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(a) semikonzervativna
replikacija
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Podvojevanje DNA

* Mesto, kjer poteka
podvojevanje DNA imenujemo
podvojevalne ali replikacijske
vilice.

* Podvojevanje kroZzne DNA
bakterije E. coli se za¢ne na
to¢no dolocenem mestu ori
in poteka hkrati v obe smeri
s pomocjo dvojih replikacijskih
vilic.

* Mehanizem imenujeno
replikacijski model theta, 0.
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Podvojevanje DNA

starsevski
verigi

hcerinski verigi izhodisca replikacije

* Evkarionti se podvojujejo na podoben (a) 2l
nacin kot prokarionti, le da je
iniciacijskih mest in podvojevalnih _ o
v v podvojevalne podvojevalni
mehurckov vec. vilice mehurcki
(h) : § . -
* Na koncu dobimo dve loceni dvoverizni S, S S,

molekuli DNA.
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DNA-polimeraze

* DNA-polimeraze katalizirajo sintezo DNA.
* Splosna enacba reakcije:

dNTP + (dNMP), ~ ———  (dNTP),,, + PP,

e  Skupne lastnosti vseh DNA-polimeraz:

— Potrebujejo DNA, ki sluzi kot matrica.

— Za zacetek delovanja potrebujejo kratko verigo RNA, ki deluje kot za€etni oligonukleotid. (DNA-
polimeraza ne katalizira nove polinukleotidne verige, temvec le njeno podaljSevanje.)

— Podaljsevanje poteka v smeri od 5’-»3’, matrica pa se zato bere v smeri 3’5’ (verigi sta

antiparalelni).

* Energijo za reakcijo daje sprostitev molekule pirofosfata in njegova hidroliza do ortofosfata:
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DNA-polimeraze
e Pri E. coli poznamo vsaj pet vrst. Glavni encim za podvojevanje naj bi bila polimeraza Ill; sestavljena je
iz 10 podenot.

* Polimerazil in Il verjetno sluzita kontrolnemu branju in popravljanju ter s tem zagotavljata natan¢nost
podvojevanja.

e Prievkariontih je replikacija uravnavana in koordinirana s celicnim cilkom ter je zato bolj kompleksna.
Poznamo vec polimeraz: a (sinteza kratkih zacetnikov za Okazakijeve fragmente), & (glavni encim za
podvojevanje), € (popravljaje DNA) v jedru in y v mitohondrijih.

* Procesivnost polimeraze = st. dodanih nukleotidov preden polimeraza oddisociira z matrice.

.~ Comparison of Three DNAF

DNA polymerase

| II II1

Structural gene* polA polB polC (dnak)
Subunits (number of different types) 1 T =10
M, 103,000 88,000" 791,500
3’'—5" Exonuclease (proofreading) Yes Yes Yes
5'—3" Exonuclease | Yes | No No
Polymerization rate (nucleotides/s) 16-20 40 [ 250-1.000/]
Processivity (nucleotides added

before polymerase dissociates) 3-200 1,500 | =500,000 |

Lehninger, 5th ed., 2008




DNA-polimeraze

Eksonukleazna aktivhost 3’5’

Polimeraza |, Il in 1ll

mesto s ¥ fﬁ
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Eksonukleazna aktivnost 5’=>3’
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Podvojevanje DNA - Okazakijevi fragmenti

* Sinteza vodilne verige: Ker starSevski verigi DNA potekata antiparalelno, se
neprekinjeno dodajanje nukleotidov v smeri gibanja replikacijskega mehurcka
odvija le na verigi, ki jo beremo od 3’5’ (podvojevanje 5’ 3’).

* Sinteza zaostajajocCe verige: StarSevska veriga, ki jo beremo od 5’ 3’, se mora
sisntetizirati v krajsSih, loCenih fragmentih — Okazakijevih fragmentih, ki se v
kasnejsih korakih replikacije kovalentno povezejo.

smer gibanja
> i it -
.\ replikacijskih vilic

5/ B ————————
4 : = " 79 ’
vodilna veriga A Mo’

zaostajajoca veriga
(Okazakijevi fragmenti) .
3'.—-—-'-——’—-—!5'

:
-

starSevski verigi
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Podvojevanje DNA

* Pri podvojevanju sodeluje ve€ encimov.

e Primer: encimi, ki sodelujejo pri podvojevanju E. coli.

protein vioga

helikaza Katalizira razpiranje dvojne vijacnice DNA.

DNA-giraza Pomaga pri odvijanju dvojne vijacnice DNA.

proteini SSB Stabilizirajo enojni verigi DNA.

primaza Katalizira sintezo zacetnega oligonukleotida RNA.

DNA-polimeraza llI Katalizira podaljsevanje verige DNA.

DNA-polimeraza | Katalizira zamenjavo ribonukleotidov v zacetnem oligonukleotidu z deoksiribonukleotidi.
DNA-ligaza Katalizira sintezo manjkajoce fosfoestrske vezi med Okazakijevimi fragmenti.
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Podvojevanje DNA

* Helikaza prepozna in se veze na izhodisCe replikacije ter katalizira loCevanje dveh verig DNA
(prekine H-vezi).

* Potebna je energija hidrolize ATP do ADP.

 DNA-giraza (topoizomeraza) katalizira uvajanje dodatnega zvitja in s tem pomaga pri
odvijanju verig, saj zmanjsa napetosti.

* Oblikujejo se replikacijske vilice.
helikaza

DNA-giraza starsevska DNA

ATP
proteini, ki se X
3 A vezejo na €nojno
verigo (SBB)
replikacijske : 5
vilice E “l
3[
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Podvojevanje DNA

* Na enojne verige DNA se vezejo proteini SBB, ki jih stabilizirajo.

e ZacCetni oligonukleotid s prosto hidroksilno skupino na 3’-koncu siptetizira encim primaza.
DNA-polimeraza I1I

, SO
? \ /" <— (SBB)
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Podvojevanje DNA

* DNA-polimeraza lll katalizira sintezo novih verig.

eksonukleazno aktivnost.

DNA-polimeraza | DNA-polimeraza III
—
. OOQ
3
\ R
. USSR EssEsssssssssssssmsz O
zacemi oligo- g ‘ S
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ZaCetne RNA oligonukleotide odstrani DNA-polimerazal, kiima 5'—>3’



Podvojevanje DNA

(a) DNA-polimeraza Continuous synthesis on.

- the leading strand proceeds

//(Leading asDNAxsnnwmmdbythe
DnaB helicase,

T\

strand
Clamp-loading complex

with open (3 sliding clamp

~ Lagging strand

N

RNA primer
of previous
Okazaki
fragment

helikaza

Fig. 25-14, Lehninger, 5th ed., 2008



Podvojevanje DNA

* DNA-polimeraza | katalizira vezavo vseh potrebnih deoksiribonukleotidov za zapolnitev vrzeli.
Koncno zapolnitev, nastanek zadnje fosfoestrske vezi, pa katalizira DNA-ligaza.

 Zato je potrebna energija ATP.
DNA-polimeraza 111

o,

5" W 8O
DNA-ligaza

na novo sintetizirana DNA 5*
\ drugi zacetmi tregizaCeni  — —- “l
AMP + PP, ATP oligonukleotid 0!1g0nukleoud 3’
RNA —A— % O ‘
oo ! i i
5 A =0
-

DNA-polimeraza III
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Podvojevanje DNA

e PriE. coli se podvojevanje konca, ko se na
kroZnem kromosomu sreca dvoje
replikacijskih vilic.

e Locitev verig katalizira topoizomeraza.

Origin

Counterclockwise Clockwise

fork ‘ ‘ fork

Ter(; 6‘ ? Terk
' ﬂ TerD /
~_TerF (o 4 TerA Counter-
-~ TerB TerC /' clockwise
Clockwise . ' fork trap
fork trap

Fig. 25-18, 25-19, Lehninger, 5th ed., 2008

Counter- _
clockwise
fork

completion
of replication

Catenated
chromosomes

chromosomes



Telomeri

e  Evkariontska DNA linearna.

*  Proste konce teh linearnih molekul
imenujemo telomeri.

* Telomeri so sestavljni iz stotine
heksanukleotidnih ponovitev AGGGTT.

* Sintezo koncev katalizira encim
telomeraza, ki vsebuje molekulo RNA, ki ji
sluzi kot matrica za dodajanje ustreznih
nukleotidov.

* Telomeri se med normalnim celicnim
ciklom skrajsajo in ko postanejo prekratki
(telomeraza ni aktivna), je celi¢na delitev
zavrta zaradi nestabilnosti kromosomov.

* KrajSanje telomerov morda deluje kot
bioloska ura, ki omejuje Stevilo delitev
posamezne celice.

* Telomerazno aktivhost so odkrili v
visokem odstotku rakavih celic.

http://stemcells.nih.gov/info/scireport/pages/appendixc.aspx
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Mutacije
* Mutacije so dedne spremembe v zaporedju baz DNA.
* Vecina mutacij je Skodljiva.

* Obcasno so mutacije ugodne, ker privedejo do naravne prednosti organizma.

e V celici obstajajo sistemi za popravljanje DNA.

* Mutacije lo¢imo glede na vzrok poskodbe:

— Spontane: nastanejo med obicajnimi genetskimi in metaboli¢nimi procesi v
celici.

— Inducirane: povzrocijo jih dejavniki iz okolja — mutageni (ionizirajoCe sevanje,
nekatere kemikalije UV-svetloba).



Mutacije

* Mutacije lahko obsegajo le en sam bazni par ali pa tudi dele kromosomskih regij.

— Tockovna mutacija: zamenjava baznega para z drugim.

— Insercija: vrinjenje enega ali ve€ baznih parov.

— Delecija: izloCitev enega ali ve¢ baznih parov.
Kromosomske mutacije:

Point mutations WA B C D E.F. » AC o I N -

No mutation ~ | N Deletion
Silent Nonsense Missense

conservative non-conservative

WAB C D By — BB, C VD E.Es
DA level TTC TTT ATC TCC TGC va — 4

Duplication
mRNAlevel  AAG AAA UAG AGG ACG
poteinievel  Lys Lys STOP Arg Thr by
. E> 5 » (ALE.D/J CB.F
NS &‘ H\S o B <F Inversion
AB.CUp. Kk BB C Dl K uls
e ANE — -
GH M= F GH ', D EF
Translocation

http://en.wikipedia.org/wiki/Point_mutation http://hodnett-ap.wikispaces.com/Chapter+23+The+Evolution+of+Populations
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http://www.google.si/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&docid=4xxh8V3MPPXi1M&tbnid=1KPP4X_Z8paXDM:&ved=0CAUQjRw&url=http://en.wikipedia.org/wiki/Point_mutation&ei=m1UQU7DcLIjbtAbuxYHoCQ&psig=AFQjCNHezNthkA4qVQdu2ommH3wVRUYqtw&ust=1393665729815952

Spontane mutacije

* Mutacije v celici popravijo popravljalni mehanizmi.

* Spontane mutacije nastanejo med obi¢animi metaboli¢nimi in genetskimi
procesi v celici.

 Tipi spontanih mutacij:

— Napake pri vklju¢evanju deoksiribonukleotidov in nastanek
nekomplementarnih baz med podovojevanjem DNA.

— Spremembe baz, ki jih povzrocijo hidroliticne reakcije.

* V celothem procesu podvojevanja kromosoma E. coli pride do napake vsake
10% do 10° vgrajene baze. Ker popravljalni mehanizmi zamenjajo vecino
neustreznih baz, je napacna le vsaka 10%° baza.



Spontane mutacije

e Bakterija E. coli ima dokaj zapleten sistem za
ugotavljanje in popravljanje
nekomplementarnih baznih parov.

* Splosni popravljalni mehanizem:

1. Endonukleaze katalizirajo cepitev ene
fosfoestrske vezi, kjer se nahaja napacen
nukleotid.

2. Eksonukleaza odstrani napacen nukleotid.

3. DNA-polimeraza Il ali lll vstavi pravilen
nukleotid.

4. DNA-ligaza zapolni vrzel.
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nekomplementarni bazni par
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Spontane mutacije
Najpogostejsi tip spontane mutageneze je zamenjava, ki jo
pogosto povzroci tavtomerija dusikovih baz (pride do

neustreznega parjenja baz).

Predominant forms

r ]
H H H
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N N N N N
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Figure 19-5 Principles of Biochemistry, 4/e
© 2006 Pearson Prentice Hall, Inc. http://blc.arizona.edu/courses/181Lab/MoBiByMe/Tautomers.html
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Spontane mutacije
* Druga najpogostejsa vrsta spontanih poskodb DNA je posledica hidrolize.

* Purinske baze se pogosto spontano hidrolizirajo ob N-glikozidni vezi, tako da se odstrani
purinski obro¢ (10 /celico/dan).

* Pogoste so tudi deaminacije heterocikli¢nih baz (najpogosteje C v U) (100 /celico/dan). Te
poskodbe popravijo encimi DNA-glikozidaze.

“Y N 0
H” NWN”
? =Y
glikozidna vez =
O—P—0—CH, s NH, O=—P—O0O—CH,
| < H N 0O HoO gvanin | OH
depurinizirana
N / ’ \\ / > deoksiriboza
NH (a) odstrani se
N:< purinski obro¢
NH,
gvanin
H H
II\%\KNH; H,0 NH, II\'/l\f()
| Yo o o
N > N NH
\[( (b) odstrani se \H/
O aminska skupina 0O
citozin

uracil
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Inducirane mutacije

* Dejavniki iz okolja, ki povzrocajo inducirane mutacije so mutageni.
* Pogosti mutageni: ionizirajoCe sevanje, nekatere kemikalije, ultravijolicna svetloba.

lonizirajoCe sevanje:

ionizirajoce sevanje

Verjetno je igralo pomembno vlogo v
evoluciji. \

O—H
Pod vplivom sevanja molekule (npr. voda) ‘9\*
razpadejo in nastanejo ioni ter visoko (hidroksilni radikal) *OH H
reaktivni prosti radikali, ki napadejo DNA. K,

H

Sprozi se verizna reakcija.

Dodatno zvita DNA je verjetno (A t\- H,0

radikal DNA
‘ l verizna reakcija

. e S S e g B ———
Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005 i



Inducirane mutacije
UltravijoliCna svetloba: kovalentna povezava sosednjih pirimidinskih baz.

Dimeri povzrocijo neobicajen upogib DNA, kar povzrodi, da se pri podvojevanju veze napacen
nukleotid (nastane mutacija).

Pri E. coli tovrstne napake odpravlja necim DNA-fotoliaza.

Pri Cloveku obstajajo drugi popravljalni mehanizmi. Nedelovanje le-teh vodi v nastanek koznega raka.

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005



Inducirane mutacije

* Kemijski mutageni — analogi heterociklicnih baz: se lahko vkljucijo v DNA, ki se

podvojuje, in povzrocijo vezavo napacnega nukleotida.

Analog timina, enolni tavtomer
se povezuje z G, keto pa z A.
Pride do zamenjave baz AT za GC.

Br O
4 N—H
N

/ *\<O

deoksiriboza

(a) 5-bromouracil
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Analog adenina, parise s T ali C.
Pride do zamenjave baz AT za GC.

N/j:N\
IizN)\N l ITJ>

deoksiriboza

(b) Z2-aminopurin



Inducirane mutacije

* Kemijski mutageni — alkilirajoca sredstva: reaktivni kemijski mutageni kemicno

spremenijo funkcionalne skupine na bazah DNA.

Metilirajoca sredstva pozrocajo pretvorbo gvanina v O®-metilgvanin, ki se paris T.

H;C
N
_N—N=0
HC

dimetilnitrozamin

O
H__ N
N \
)\t[Q
;

HoN

gvanin

CH;
O=—N—N H
O O
N7 Ne— N<
R
OCH;OCHj; 11111 [ NO:
dimetilsulfat

N-metil-N-nitro-N-nitrozogvanidin

OCHs;

metilirajoce sredstvo . N JJJIN\>
g A
H,N N |
H

i . .
O"-metilgvanin
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Inducirane mutacije

* Kemijski mutageni — interkalirajoca sredstva: so plos¢ate, hidrofobne, obi¢ajno
aromatske molekule, ki se vrinejo med nalozene bazne pare v DNA.

* Interakcija povzroci povecano razdaljo med bazami, ki vodi v mutacije z vrivanjem
ali izlocanjem baz (insercije/delecije).

Pogosto ga uporabljmo za detekcijo DNA. —
e tet
interkalirajoce
CH,CHj; sredstvo

(a) etidijev bromid

H,C—N INT N—CH;

| |
CH; H CH;

spremembe oblike
dvojne vijacnice

(b) akridin-oranzno
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Sinteza RNA ali transkripcija

e Sinteza RNA poteka v smeri od 5’ proti 3’.
* Nastali produkt se imenuje transkript ali prepis.

* Transkript je komplementaren matricni verigi DNA, enak pa kodirajoci verigi
(njeno zaporedje je enako transkriptu, zamenjana sta le T in U).

e Pri evkariontih transkripcija poteka v jedru, pri prokariontih pa v citoplazmi.

RNA-polimeraza

kodirajoca veriga
5!
3!

23 matric¢na veriga

prepis ali transkript (RNA)
navzgor

! » navzdol

5/

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005
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Prokariontska RNA-polimeraza

* Encim, ki katalizira prepisovanje RNA in ga usmerja DNA, se imenuje RNA-
polimeraza.

* RNA-polimeraza nadzoruje in katalizira vse korake transkripcije.
* RNA-polimeraza nima kontrolnega branja 3 proti 5°.

* PriE. coli je RNA-polimeraza velik in zapleten encimski sistem. Jedro encima je
sestavljeno iz stirih vrst podenot: o,BB’ ®.

* Osrednji encim (a,p’®) vsebuje katalitiéna mesta in mesta za vezavo substratov.

* o-podenota (obstaja v razli¢nih velikostih) je
potrebna za usmerjanje encima na specificno
mesto na DNA in se po iniciaciji sinteze odstrani.

* Poznamo razlicne c-podenote, ki se vezejo na
razlicne promotorje.

* Vseh Sest podenot sestavlja holoencim .

http://www.conservapedia.com/Gene_expression


http://www.conservapedia.com/images/0/08/Bacterial_rna_polymerase.png

Evkariontska RNA-polimeraza

* Osnovni mehanizem delovanja je pri pro- in evkariontih podoben, kljub temu pa je pri
evkariontih proces mnogo bolj kompleksen in reguliran.

*  Prievkariontih poznamo tri vrste RNA-polimeraz:

— RNA-polimeraza | prepisuje dolge gene ribosomskih RNA.
— RNA-polimeraza Il prepisuje gene, ki kodirajo proteine.
— RNA-polimeraza lll prepisuje kratke RNA, vklju¢no s tRNA in 5s rRNA.

Proteins Required for Initiation of Transcription at the RNA Polymerase Il (Pol Il) Promoters of Eukaryotes

Transecription Number of
protein subunits  Subunit(s) M, Function(s)

Initiation

Pol 11 12 10,000-220,000 Catalyzes RNA synthesis

TBP (TATA-binding protein) 1 38,000 Specifically recognizes the TATA box

TFIIA 3 12,000, 19,000, 35,000  Stabilizes binding of TFIIB and TBP to the promoter

TFIIB 1 35,000 Binds to 'TBP; recruits Pol II-TFIIF complex

TFIIE 2 34,000, 57,000 Recruits TFIIH; has ATPase and helicase activities

TFIIF 2 30,000, 74,000 Binds tightly to Pol II; binds to TFIIB and prevents
binding of Pol II to nonspecific DNA sequences

TFIIH 12 35,000-89,000 Unwinds DNA at promoter (helicase activity);
phosphorylates Pol Il (within the CTD);
recruits nucleotide-excision repair proteins

Elongation*

ELLY 1 80,000

pTEFb 2 43,000, 124,000 Phosphorylates Pol Il (within the CTD)

SII (TFIIS) 1 38,000

Elongin (SIII} 3 15,000, 18,000, 110,000

) *The function of all etengation factors is to suppress the pausing or arrest of transcription by the Pol [I=TFIIF complex.
Lehninger, 5th ed., 2008tyame gerived from eleven ninctaen lysine-rich feukemia. The gene for ELL is the site of chromosomal recombination events frequently associated with acute myeloid leukemia.



Sinteza RNA

Sinteza RNA poteka v treh korakih: Za reakcijo so potrebni:

1. zacetek ali iniciacija,
2. matrica DNA,

3. Mg ioni.

2. podaljSevanje ali elongacija,
3. zakljucek ali terminacija.

o factor promoter

'\'\¥ Initiation

V \k DNA
1
Temmaﬂon g RNA polymerase i ;
w

= . . e

7\/ Elongation “__~—
v\ .

http://amolecularmatter.tumblr.com/post/21213985951/transcription-in-prokaryotes

1. stiri vrste ribonukleozidtrifosfatov,



Iniciacija transkripcije

kodirajoca verigam

Prepisovanje se zaCne s prepoznavanjem promotorske regije in zacetkom sinteze RNA.

MocnejSa vezava na promotorsko zaporedije (Se posebej regija -10) upocasni napredovanje
RNA-polimeraze in povzrocCi razprtje dvojne vijaCnice DNA.

Odpre se regija dolga od 12 do 15 bp in nastane prepisovalni mehurcek.
RNA-polimeraza katalizira nastanek fosfoestrske vezi med prvima dvema nukleotidoma.
RNA-polimeraza ne potrebuje zacetnega ribonukleotida.

promotor
_ gui RNA-polimeraza
(a) Podenota o se veze na RNA-polimerazo; /— =
podenota o prepozna promotor. RNA- e \
polimeraza se veze na DNA. ' podenota o

matric¢na veriga pm

~ Podenota o disociira z RNA-
N e o | polimeraze; RNA-polimeraza se
" zacCne pomikati vzdolZ matricne

verige.
Za sintezo RN A se uporablj- f
Zacne se sinteza RNA. /— ajo ribonukleozidtrifosfati. A
v | R

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Promotorji

Promotor;ji so od 20 do 200 bp dolgi odseki DNA pred mestom zacetka prepisovanja.

Promotoriji pri E. coli:

Skupna zaporedja

S

Consensus
sequence

rrnB Pl

~ UP element

| AGAAAATTATTTTAAATTTCCT |N|

| NNAAARATATTTTNNAAAANNN [N

trp

lac

recA

araBAD

Evkariontski promotor (gen za inzulin):

distal region
(-200 bp and upstream)

proximal region
(-50 to -200 bp)

core region
(+40 to -50 bp)

I %E@—w Re_gionll Spacer | RNAstart
TTGACA| Ny; | TATAAT | Nz |
[GTGTCA|| Ny | TaTaaT | Ny [ A
TTGACA | TTAACT | N, [ A
~ . | TTrRCA] | TATGTT Ne | A
| rrGaTra| | TATAAT N, [ A
= CTGACG| TACTGT [ Ng [ A
Fig. 26-5, Lehninger,
Pribnowo 5th Ed., 2008
zaporedje

[

|

—2

~-75

|

CCAAT box

|

~+1
(TSS)

BRE | TATA

TATA box

INR:initiator
sequence

http://genocon.org/assignment-2012/assignment-a/basic-science-a-eukaryotic-promoter/



Elongacija

Kodiraocs "“ig“rrrnm'm'm'rm

™

matri¢na veriga o,

Podenota o disociira z RNA-
N> (o Dolimeraze; RNA-polimeraza se
2 zacne pomikati vzdolZ matri¢ne
verige.

Za sintezo RNA se uporablj- f
Zacne se sinteza RNA. ajo ribonukleozidtrifosfati. A

Y LR Z S

b T <
RNA-polimeraza > ’F B & &
/ ribonukleozidtrifosfati
(b) Veriga RNA se podaljsuje. Y " | 2 - 4 :

5’ -

prepis RNA

ites)

H
5’

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Terminacija transkripcije
* Prepisovanje se kon¢a na dolocenem zaporedju DNA, ki oznacuje konec.

* PriE. coli poznamo dva nacina terminacije: s pomoznim terminacijskim
dejavnikom p in s tvorbo stabilne lasni€ne zanke v RNA.

(¢) Protein p se poveze z RNA-
polimerazo; prepisovanje se
konca.

RNA, DNA, RNA-polimeraza in
protein p se Sprostijo.
RNA-polimeraza

DNA

prepis RNAS PPPPTTTTTTTTTITTTITTTTTTT ¥

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Terminacija transkripcije

terminacija z lasni¢no zanko

5/ <
| | | I
ATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTT

TAATTTCCGAGGAAAACCTC(‘}GAAA

3! 5

transkripcija

a

>>>C3C|)OCJ(|3(I')
CCCOOQP»Q

prepis (RNA)

5!

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

terminacija s proteinom p (ro)

£—)

[TTIIIT]

\/ J
ATP y B

\
Illlllllll

|
T - ; RNA polymerase
H0\ ([ T
1 Rho (p)
\ protein
ADP & /
+
Pi

ppp 5’

http://quizlet.com/26519406/lecture-35-transcription-termination-flash-cards/



Inhibitorji transkripcije

Aktinomicin D (antibiotik)
se interkalira v matrico DNA
in zaustavi prepisovanje.

O 0O
| |
—C cC——
Lmetilvalil! |me tilvalin
0=C O0=C
sarkozin |s arkozin
O=(|3 C=0
0 L—prolill |L—prolin (0]
0=C 0= |‘,
D—valil! |D-valin
0=C =0
L L-tI‘COIliI‘ll |

L-treonin

I |
C=0 O0=C

N NI,

O O
C I‘l 3 C_['l 3

http://crystal.res.ku.edu/~Crystal/research/amd.html

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

a-amanitin (zelena musnica) pri Zivalih
se veze na RNA-pol. Il in prepredi
nastajanje mRNA.

OH

H,C, "H—C
¢ CH—CH,0H
CH

|
HN—CH—CO—NH—CH CO—NIH—CH,—CO

oC Hz(l.? IL
CH3
| | | :
H ¢H 0O=8" >N OH H—(I: CcH
HO T i, co Cfs

|
OC—CH—NH—CO—CH——

H,C—CONH,

http://www.pnas.org/content/99/3/1218/F2.expansion.html



Zorenje mRNA

Vecina prokariontskih mRNA potrebuje le
malo ali pa ni¢ modifikacij.
Prevajajo se lahko ze med prepisovanjem.

Zaporedje DNA je kolinearno aminokislinski
sekvenci.

Ena sama moleula mRNA lahko vsebuje zapis
za veC genov hkrati —

je policistronska.

Evkariontske mRNA se po translaciji kemijsko
modificirajo.

Prevajajo se v citosolu.

Evkariontske mRNA vsebujejo
intorne-nekaodirajoce dele DNA in
eksone-kodirajoCe dele DNA.

MRNA kodirajo zapis za en sam protein — so
monocistronske.

~( PROKARYOTIC CELL }

Coupled
transcription/transiation

ﬁRﬂTEIN

Nu

ergito

; ~—{ EuKARYOTIC CELL )

Uncoupled
transcription/translation

cl

envelope

A WV,

N
7 Transcription

ear

Nuclear
pore

fPRUTE[N

CYTOPLASM
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Zorenje mRNA

* Evkarionstke mRNA se v jedru kemijsko modificirajo.

* Sledi prenos iz jedra in prevajanje na ribosomih.

e  Privecini evkariontskih mRNA prepisih
potekajo trije biokemijski procesi:

1. Pokrivanje 5’-konca. //
Sinteza poli-A repa na 3’-koncu.
3. lzrezovanje intronov.
\\
\

cytoplasm
l ) \ N \\\‘.
/ introns exons \\
DNA : \\ \
— =X - - \\ \\
ot e )rea=| b4 Yook P & i \ \
J
gene
_ _ lTRANSCRIPTION
primary RNA transcript
| #44 | N T I .
ADD 5" CAP AND
RNA cap l POLY(A) TAIL
- W N N W W AAAA

1 RNASPLICING ~ /

mRNA ummm— AAAA
iExpoRI__.. -~ /

mRNA @ AAAA

l TRANSLATION 4

protein 4

T Fig. 7-24, Essential Cell Biology, 4ed, 2014
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Zorenje mMRNA - dodajanje 5’ kape

5' End of RNA
with triphosphate group

0 CHa-
\T+

[ D>

H,N- SN~ N

HN

CII,

-
/}6 I
o H H

5y T OB OH

O
“0—P=0
> 5'5-trifosfatna

O povezava
“O0—P=0

(@]

O baza

CH-»

H H
1
I I
O O—CHa
“0—P=0 ;
0

baza

l
CH, 0O

H H
1 X "I
O—CH;

O
1|/=o

l

proti koncu 3’

O_

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005

)

> 5-ka pa

B
PPNp

fosfohidrolaza

ppNp

gvanililtransferaza

-

GpppNp ——

gvanin-7-metiltransferaza

m’GpppNp * o

, 2-O-metilribozilna skupina
/

2-O-metiltransferaza

N

adoMet

adoHcey

Va

/ adoMet

/\> adoHcey

m’GpppmNp

5" End of RNA with cap

Fig. 26-13, Lehninger, 5th ed., 2008

Pokrivanje zrelih mRNA je
verjetno potrebno za
oznacevanje zrelih mRNA in
za zascito pred razgradnjo z
ribonukleazami.

Pokrivanje potece ze zgodaj
v sintezi mRNA, ko je
prepisanih prvih 20 do 30
nukleotidov.



Zorenje mRNA - spajanje eksonov

* Spajanje eksonov ali izrezovanje intronov ali splicing.

* Spajanje eksonov poteka s cepitvijo in preoblikovanjem fosfodiestrskih vezi — reakcija
transesterifikacije.

* Prievkariontih je vecina eksonov krajsa od 1000 bp, introni pa variirajo od 50 do 20 000 bp.

gen za jajéni albumin
| 7700 bp

e
>

os)

(@)

o

les

55

@

pNA [

. prepisovanje in
’ pokrivanje 5-konca
odvecna RNA

rimarni = 1 e : < = < z
IvF A E B EE G
5-kapa izrezovanje, cepitev in

poliadeniliranje
7 intronov /l

N . odvecna RNA

.L1234 5 6

zrels
ety i B A,
|<—— 1872 —4"|

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zalozba, Ljubljana, 2005 nukleotidov




Zorenje mMRNA - spajanje eksonov

* 95 % evkarionstkih genov se izrezuje z alternativnim izrezovanjem (alternative
splicing), katerega posledica je vecje Stevilo razlicnih proteinov.

exon 1 exon 2 exon 3
5 [ ] 3’:| DNA
3 [ ] I -

lTRANSCRIPTIDN

exon 1 exon 2 exon 3
S I ' pre-mRNA

ALTERNATIVE PRE-mRNA
SPLICING

three alternative mRNAs

Fig. 7-22. Essential Cell
Biology, 4ed, 2014



Zorenje mRNA - spajanje eksonov

* Poznamo vec razli¢nih nacinov izrezovanja intronov.

* Nekateri se lahko izrezujejo avtokataliti¢no.

Reakcija transesterifikacije:
nukleofilni napad 3" —OH skupine G

:")r

3 Exon %
“, ) i,
1 f_()\ ‘ U 0. [U
ko B ‘_L\/ \§
./ \\ "[
oS OH OH
'.I) { = _—
: O] o= ,,--'O A
Guanosine _— J ;
(J)I_L(J)H : / < p"’ o Tk
e | . 0. [k
: Sy giEg Oy
S ; (= ’ & Intron 0 /
a7 N\ =
S . ,_"..:"-\ < ,//1_ O‘. OH
Gl =0T ",
Y

Fig. 26-14, Lehninger, 5th ed., 2008

Intron
OpApd
OH
Primary 3 |
transcript : /
5 UpG] | pU
The 2’ OH of a specific adenosine
in the intron acts as a nucleophile,
attacking the 5’ splice site to form :
a lariat structure. 2' 5'-Phosphodiester bond
nukleofilni napad 2’ -
OH skupine A
,,,,,, )
'GpApC
Intermediate KJ
5 U—OH ~ pU+
The 3' OH of the 5’ exon acts Adenosine in the lariat
as a nucleophile, completing structure has three
the reaction. | phosphodiester bonds.
N —
! * L
CpagC”
Spliced RNA 4
b UpU 3! OH(3")

Fig. 26-16, Lehninger, 5th ed., 2008



Zorenje mRNA - spajanje eksonov

Izrezovanje intronov poteka na tocno dolocenih mestih v mRNA.

sequences required for intron removal

\

| 1 I 1
5’ 3/ )
- — - AG GURAGU - -g S- — YURAC - - —YYYYYYYYNCAG G=—_ Portionofa

primary transcript
exon 1 intron exon 2
INTRON REMOVED
5’ 3’

s—— Vc| e

exon 1 exon 2
Figure 7-19 Essential Cell Biology 3/e (© Garland Science 2010)

portion of
mRNA

R=AaliG
Y=CaliU
N = katerikoli nukleotid



Zorenje mRNA - spajanje eksonov

Pri evkariontih izrezovanje intronov
iz mRNA katalizira proteinski
kompleks splicesom, ki vsebuje
komlekse snRNA in proteinov ali
snRNP (small nuclear
ribonucleoproteins). Najpogostejse
snRNA: U1, U2, U4, U5 in U6.

Energija ATP je potrebna za
sestavljenje splicesoma.

U1 mﬂ/ splicing u2
A

5'_

RNA portion of snRNP base-pairs
with sequences that signal

, [portion of

; —;3 pre-mRNA
exon 1 exon 2
BINDING OF ADDITIONAL snRNPs;
ASSEMELY OF SPLICEOSOME
Ud/Us -
U1 Ez uz
L' ——— A I 2
.
U5 excised intron in

form of a lariat

SPLICING
& /
. uz

L I 3
exon 1 exon 2

portion of spliced mRNA
Fig. 7-21. Essential
Cell Biology, 3ed



Zorenje mMRNA - dodajanje poli-A repa

3’-konec se modificira z dodajanjem

poliadenilatnega repa (poli-A rep).

Dolg je od 20 do 250 nukleotidov.
Dodajanje poli-A katalizira poliadenilat-polimeraza.

Pri evkariontih poli-A verjetno stabilizira molekulo
MRNA in poveca njeno odpornost proti nukleazam.

Pri prokariontih poli-A rep stimulira razgradnjo

Foly-A site

SU<ich

MRNA.
Pre-mRNA

5 AAUAAA
Pre-mRNA

5 AAUAAA

—10-35——— ~ 7] —

l Cleave and add Poly-A tail

http://www.web-books.com/MoBio/Free/Ch5A.htm

AAAAAALAARAL sesns 2

Template
DNA

RNA

Pol 11

[AAUAAA |

(1)

Enzyme
W complex

|
’
l'_

[AAUAAA |

[SADANAN - —OH(3")

Fig. 26-18, Lehninger, 5th ed., 2008



skupina -OH na 3-koncu

(b) endonukelaza

Zorenje tRNA

ribonukelaza P

konec 5’

* Evkariontske tRNA se biokemijsko spremenijo s
Stirimi procesi:

pre-tRNA

KrajSanje koncev s cepitvijo fosfoestrskih vezi.
|zrezovanje introna.
Dodajanje koncnih zaporedij.

H w e

Spreminajanje heterociklicnih baz.

* Priprokariontih je modifikacij tRNA manj. l vebistopen]

tRNA

Boyer, Temelji biokemije, Studentska zaloZba, Ljubljana, 2005



Zorenje rRNA

e rRNA pri pro- in evkariontih zorijo z rezanjem prekurzorja na ustrezno velikost in z
metiliranjem baz.

Pre-rRNA

wanacrivs | [ ] I [ |
(B08) 16S  tRNA 238 5S
(4S)
methylation and pseudouridine or
dihydrouridine conversion
1 12 1 13 3
"
@ cleavage
inermestoes [ L) (NN (B
178 tRNA 258
@ nuclenses @ nuclenses
e ose [ € W
16S rRNA 23S rRNA 5S rRNA

Fig. 26-24, Lehninger, 5th ed., 2008



