RNA-syntes och processning



Dagens forelasning

- Basala mekanismer vid transkription
- Tre huvudsakliga RNA-polymeraser —1, I, 11l

- Forelasningen tacker bl.a.:
- Initiering, elongering och terminering av transcription
- 5’-capping
- 3’-polyadenylering
- Splicing
- Spliceosomen
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Elongerande RNA polymeras Il i genomskarning. Nukleotider sugs in genom
en Oppning och anvands for att skapa RNA vid enzymets aktiva sate.

Transcription
.ﬁ




| cellkdrnan finns tre olika RNA polymeraser

TABLE 29.2 Eukaryotic RNA polymerases

Type Location Cellular transcripts Effects of a-amanitin
] Nucleolus 18S, 5.8S, and 28S rRNA Insensitive
| Nucleoplasm mRNA precursors and snRNA  Strongly inhibited
il Nucleoplasm tRNA and 5S rRNA Inhibited by high concentrations

Table 29.2
Biochemistry, Eighth Edition
© 2015 Macmillan Education

Specialiserade RNA polymeraser, som endast laser av specifika klasser
av gener!

SsnRNA — small nuclear RNA

Det finns aven ett mitokondriellt RNA polymeras!



Transfer RNA (tRNA) och ribosomalt RNA (rRNA)

Ungefar 2/3 av ribosomens massa

utgors av rRNA

rRNA spelar en avgérande roll for

den katalytiska mekanismen.
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Den l6mska flugsvampen finns i mellersta och sédra Sverige. Ger svara
forgiftningssymptom. Dodsfall inte helt ovanliga, framférallt i s6dra Europa.
alfa-Amanitin blockerar funktionen hos f.f.a. RNA polymeras II.

Under den latenta fasen (6 — 24 timmar) forstors lever och njurar, men inga tydlig
symptom. Sen foljer magkramper, valdsamma krakningar och blodiga diarréer.



Endast en liten del av kromosomalt DNA kodar for proteiner

(A) human chromosome 22—48 x 108 nucleotide pairs of DNA
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RNA pol || promotor

RNA polymerase |l promoter
—
// Inr

Enhancer TATA box

L ||
Promoter

Promotorn = Den region dit RNA polymeras 11 binder vid initiering av transkription.

Promotor-sekvensen och det omkringliggande DNAt kan se lite olika ut, men f6ljande element
brukar aterfinnas:

1.1 humana celler ligger TATA boxen kring position —25 to -30.
2.Kring platsen dar transkription startar (TSS) aterfinns ofta ett initiator element (Inr).
- otydlig sekvenskonservering (C/T)(C/T)AN(A/T)(C/T)(C/T)

3.Det finns dven element som stimulerar promotorns aktivitet, s.k. Enhancers. Dessa kan ligga pa
langa avstand fran promotorn (mer an 1000 bp).



Basala transkriptionsfaktorer

 RNA polymeras Il behover hjalp av foljande faktorer for att igenkanna
promotorn och initiera transkription

6 basala faktorer
e TFIIA
TFIIB

TFID

e TATA-binding protein (TBP)

* TBP associated factors (TAFs)
TFIE
TFIF

TFIH
* Uppbyggt av 10 subenheter, bl.a. ett proteinkinas och ett DNA helikas.

Kinaser dr enzymer som kan éverfora en fosfatgrupp (t.ex. fran ATP) till
proteiner eller andra molekyler.



TBP

Fdrsta steget vid initiering av transkription
tas nar det TATA-bindande proteinet (TBP)
binder in till promotorns TATA-box.

TBP binder till minor groove och inducerar
en kraftig boj i DNA — 90°

TBP ingar i ett stérre komplex, som kallas
TFIID

Figure 29-21
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Preinitieringskomplexet.

1. TFIID binder till TATA boxen via TBP-
subenheten. TFIID interagerar ocksa med
Inr.

2. TFIIA binder in till TFIID.
3. TFIIB binder in.

4. RNA pol Il binder tillsammans med
TFIHF. Till sist kommer TFIIH och TFIIE.

+10 +30

DNA template

RNA pol Il



Tva enzymatiska aktiviteter hos TFIIH
startar transkription:

a.En DNA helias-aktivitet smélter
promotor DNA och skapar ett
enkelstrangat templat.

a.En kinas-aktivitet fosforylerar CTD
pa RNA pol Il.

RNA pol Ii

DNA opened
CTD phosphorylated

Figure 29-20 part 2
Biochemistry, Sixth Edition
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Tyr-Ser-Pro-Thr-Ser-Pro-Ser

-Repeteras 52 ganger i humana RNA
polymeras |

-Den ofosforylerade formen binder
till preinitieringskomplet.

-CTD fosforyleras nar transkription
initieras.

-CTD defosforyleras efter
transkriptionell terminering.



Hur primart RNA modifieras i eukaryoter:
Transkription ar bara bérjan.
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Modifiering av 5°anden: Capping

Guaninmolekyl
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Trifosfatbro

Modifiering sker
samtidigt med
transkription (efter
ung. 25 nt)

Skyddar mRNA fran
degradering samt har
en stimulerande effekt
vid proteinsyntesen
(translation)

Methylated in CH3
caps 0, 1, and 2 Nt

0

O /
/‘\\P /
S w SNy

o T
\/

R
O
5’ O/

base
(0)

AP Oy,
O/P\ Methylated in
caps 1 and 2

O

base
(0]

0}
4 O O\CH3

— —\:\ /
O"/P\ Methylated in
0 cap 2



Poly(A)-svansen

Repeterad A sekvens.
60 — 250 nt lang

Paverkar mRNA transkriptets livslangd i cytosolen.

Poly(A)-bindande proteinet (PABP) — stimulerar nuklear translation
och stabiliserar mRNA.

Svansen blir allt kortare dver tiden och nar den ar for kort bryts
MmRNA molekylen ner.

The structure of a typical human protein coding mRNA including the untranslated regions (UTRs)

Cap|5' UTR Coding sequence (CDS) 3' UTR Pcég'i'l'A
Start Stop




Terminering av transkription ar kopplad till poly-adenylering av
primartranskriptet.

Template DNA

m’mm%\,mmw
5' Cap AAU A AA

Nascent RNA Cleavage signal

Cleavage by specific
endonuclease

ATP
Addition of tail by
poly(A) polymerase
PP, d d
5’ Cap AAUAAA——AAAAA(A),—OH3

Polyadenylated mRNA precursor

Figure 29-27
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| A
Closed-loop structure /C\j

5’-cap och Poly(A)-svansen i 3'-anden samverkar for att stimulera
translation! En "closed-loop”-struktur bildas.

Sakerstaller att det ribosomerna arbetar pa ett intakt mRNA!
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Splice sites

5’ splice site . 3’ splice site
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(pre-mRNA)



Talassemi ar en arftlig sjukdom — abnormalt hemoglobin. Blodkropparna
blir darigenom mer kansliga for mekaniska skador. Skyddar mot malaria

Symptom:

blodbrist,

forstoring av lever och mjélte,
dalig tillvaxt,

benskdrhet och hjartsvikt.

Benmaéargen expanderar

® CD-ROM ILLUSH



Talassemi kan orsakas av att ett nytt splice-site skapas genom en
punktmutation

In-frame

5’ stop codon
Normal GU..... sToP|AU ..... AG GU...... AG
pre-mRNA
Pre-mRNA ¢
with a GU..... sToPlGU..... AG GU...... AG
mutation Iﬂ
in an intron New 5’ splice site

or GU o STOP
Normal mature mRNA Abnormal mature mRNA
Degraded

Figure 29-35
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RNA transcript (pre-mRNA)

sl

o Exon 1 Intron Exon 2
Splicing katalyseras av ett komplex
med bade RNA och proteiner o ot
- "SPLICEOSOMEN” :@
snRNA
snRNPs
[ U1, U2, U4, U5, UG ]

Spliceosome




Phosphoryla& Capping enzymes

/ Splicing factors

__— Polyadenylation factors

Figure 29-34 part 1
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Figure 29-34 part 2
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Figure 29-34 part 3
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Alternativ splicing 6kar protein repertoaren
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Var horsel och alternativ splicing

* Microscopic hair cells lining the inner
ear vibrate when stimulated by sound.
One of the proteins that plays a role in
the hearing sensation is a calcium-
activated potassium channel. The gene
for this protein can generate more than
500 different mRNA variants through
alternative splicing. The resulting
proteins have slightly differing
physiological properties. This is in part
what tunes hair cells to different
frequencies.




Tva olika hormoner fran samma gen genom alternativ "splicing”

A
Pre-mRNA
In neuronal In thyroid
cells cells
A A
CGRP Calcitonin
Figure 29-36
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TABLE 29.4 Selected human diseases attributed to defects in alternative splicing

Disorder Gene or its product

Acute intermittent porphyria Porphobilinogen deaminase
Breast and ovarian cancer BRCA1

Cystic fibrosis CFTR

Frontotemporal dementia T protein

Hemophilia A Factor VIl

HGPRT deficiency (Lesch-Nyhan syndrome) Hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
Leigh encephalomyelopathy Pyruvate dehydrogenase E1a
Severe combined immunodeficiency Adenosine deaminase

Spinal muscle atrophy SMN1 or SMN2

Table 29-4
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