CURS 3

Transcriptia
Maturarea ARNmM precursor
Translatia

Reglarea expresiei genelor



MECANISMELE MOLECULARE ALE EXPRESIEI
GENICE



Dogma centrala a geneticii/biologiei moleculare :

transcriptie translatie _
ADN — ARN —  proteine
Replicare nucleu citoplasma

Nucleu

ADN
DNVA —> RNA = Protcins

Transcription Translation
Replication

Expresia informatiei genetice se realizeaza in toate celulele pe baza unui
flux  informational, considerat unidirectional si universal, care se
conformeaza dogmei centrale a geneticii. ADN — ARNmM —polipeptid
(proteind).
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o NS
mRNA
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"\ |TRANSLATION|

Polypepti de p

Transcriptia este prima etapd a

expresiei informatiei ereditare Si
consta in copierea informatiei din ADN
intr-o moleculda de ARN mesager;
aceastda etapa are loc Tn nucleu si
mitocondrii.

Translatia este a doua etapa si consta
prin
decodificarea (traducerea) informatiei
din ARNm intr-o anumitd secventa de
acest proces are loc 1in

n sinteza unui polipetid,

aminoacizi;
citoplasma, pe ribozomi.
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Realizarea expresiei ereditare se bazeazd pe principiul coliniaritatii: o
secventa liniard de nucleotide din ADN este copiatd (complementar) intr-o
secventa liniard de nucleotide Tn ARN; apoi ea este decodificata (prin citire n
grupe de trei nucleotide numite codoni) intr-o secventa, de asemenea liniara,
de aminoacizi ce formeaza un polipeptid.

Fa Gene 2
DNA/\ ) i

—
molecule o
Gene 1
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7 Gene 3
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V74

DNA strand 3’ § 5’
(template) ABCECEBABABABCEBCHERGHRARNGHET

| TRANSCRIPTION |

mRNA Ly w 3’

Y i Al b 4l N
Codon

| TRANSLATION | l l i l
O£

Amino acid




In realitate, fluxul informational nu este exclusiv unidirectional si universal:
- este posibila trecerea informatiei si de la ARN la ADN prin

reverstranscriptie (retrotranspozoni si retrovirusuri)

DNA<—~RNA—>Protein

Reverse Transcription
transcription
RNA v /—\
Translation \-/

Protein @



TRANSCRIPTIA

Transcriptia = procesul de copiere a informatiei genetice din ADN (a unei
gene) sub forma codificata, complementara si antiparalela intr-o molecula
de ARN; se desfasoara in nucleu.

DNA RNA
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Antisense strand . RNA polymerase
rrTrrrrrrrrrrrrrrrrryr i irrrrrrrerrrryrnrora
ATGACGGATCAGCCGCAAG GGAATTGGCGACATAA
UACUGCCUAGUCGGCGUU}
| 1 I N .

RMNA Transcript

TACTGCCTAGTCGGCGTTCGCCTTAACCGCTGTATT

Sense strand



Elemente necesare transcriptiei

T TR 5 -AccTeACCT- 3

AGCTGACCTAGCGGACAA 3 TCOACTGEA=S

TCGACTGGATCGCCTGTT
g B
DNA

mRNA
ST ¥ 5 - AGCUGACCU- 3

AGCUGACCUAGC GG GATCAA

Catena transcrisa 3'— 5‘ = catena antisens
ARN pol I

TF

Mediatorul

Ribonucleotide

Promotorul + ARN pol Il + TF = complexul de initiere al transcriptiei



ETAPELE TRANSCRIPTIE:
- 1) formarea ARN mesager precursor (preARNm), prin transcriptia integrala

a genei (exoni si introni)

- 2) maturarea preARN — ARNm, printr-o serie de modificari din care rezulta
ARNmM matur, ce va trece in citoplasma

gﬁvxound RNA Processing Before Translation

5 ]
3 )-————— DNA Exon Intron Exon Intron Exon
Transcription
RNA “ “
transcript g i
€ Termination
Processing
5 3
3 Polyadenylation signal™ ~ < » 5 Translation
5’ 3 4

Completed RNA transcript Protein SR




1) Etape formarea ARN mesager precursor (preARNm)

Initiere

- fixarea si pozitionarea ARN-
polimerazei n regiunea
promotor prin intermediul
factorilor de transcriptie (TFIID)

- ARN polimeraza nu poate
recunoaste direct promotorul si
nici nu poate initia singura
transcriptia

Promoter

- ~ Template
5 ¥
3 - 5
TATA box start point Template
DNA strand
Transcription @
factors
TFIID (TFB)- A "
5’ Yo I I 3
3’ . i 1 _5'

RNA polymerase I1I

= =

3’ T A

3!
5I

RNA transcript

Transcription initiation complex

Transcription factors



Promoter Transcription unit

- g— I! | 3

DNA S

RNA polymerase

Rewound
DNA
- >
5/ N ’
3 — —— 5
5/
RNA
transcript
P €) Termination

5’ 3/ AATAAA
3’ 5

Polyadenyla)tion signal” ~ < ”
5 ' . 13" 4
Completed RNA transcript




Etape formarea ARN mesager precursor (preARNm)

Promoter  Transcription unit

e
Elongare . _AE Rl
- TFIIH (actiune de helicaza) separacele ¥ —  \ — DNA B¢
o ’ . " Start point
doua catene ADN, eliberand catena RRA polymerase
transcrisa 3'—5' KBt
= :
- ARN polimeraza Il polimerizeaza / R Tewiiate stiarid .
ribonucleotidele activate aranjate tnwodnd  itranseript: ‘of DNA
secvential si complementar @ Elongation
o . . . Rewound
- transcriptia se desfasoara numai in DNA
directia 5 — 3 3 === 2
5t
S _ RNAY
B "'s'mir—ldMDNA RNA nucleotides transcrlpt @ TerminatiOn
::II;merase ‘ 3 3 5' S 3'
3f — oT— — - 5'
f 3' K3

Completed RNA transcript

AP ARNmMm se desprinde treptat de pe catena
é ‘\ transcrisd (rdmanand fixat temporar numai la

(“downstream”) 2 =
\ e oa capatul 3"

Newly made
RNA




Terminarea transcriptiei

- ARN-polimeraza intalneste situsul de terminare a transcriptiei
secventa AATAAA, care semnaleaza clivarea 3' a transcriptului primar

Rewound
DNA
- =
D — >y -— 3
< — 5’
5/
RNA
transcript
P €) Termination
5 . ; 3
/ , : +» AATAAA
3 Polyadenyla:ﬁion signal” ~ < " 5
5’ 13" 4

Completed RNA transcript

Sectionarea pre ARNm sintetizat are loc (sub actiunea unei exonucleaze)
la 15-30 nucleotide in aval de situsul de poliadenilare.



2) MATURAREA ARNmM PRECURSOR
(MODIFICAREA EXTREMITATILOR si PROCESAREA ARNm PRECURSOR)

Modificarea extremitatilor ARNm precursor

- la capatul 5 - o molecula de 7-metil-guanozina

- la capatul 3 - se adauga (prin actiunea unei poli-A polimeraze) o serie
de 50-200 de nucleotide cu adenina, formand o coada poliadenilica.

/ N
lDNA .‘\,‘

QNN N |
|——— [promiaus)

QLT NLTNET

mRNA \
—
—~ P

TRANSLATION ¥ s Ribosome
P

™D
2 Polypeptide

A modified guanine nucleotide 50 to 250 adenine nucleotides
added to the 5’ end added to the 3’ end
' Protein-coding segment Polyadenylation signal \
5 A 3!
[G—P'OC AAA. AAA ]

\

>

B 40 v~ fodh
5 Cap 5 UTR Start codon Stop codon 3 UTR Poly-A tail

UTR = UnTranslated Region



i
5’ cap ﬂ/ AAUAAA G/U | 3/
»*

\

Cleav\age 10-35 nucleotides
downstream from AAUAAA
sequence

Il
5’ cap [[] /[T "AAUAAA |

> Poly(A) polymerase
|

/L
5' cap |—// AAUAAA AAAAAAAAAAA...

X J

i 4
Poly(A) tail

Modificarea extremitapilor ARNmM precursor determina cresterea
stabilitatii sale (protectie la degradarea de catre endonucleaze) si
faciliteaza transportul in citoplasma, precum si recunoasterea si fixarea

sa la subunitatea 40S a ribozomului.



PROCESAREA ARNm PRECURSOR

RNA Processing Before Translation

Transcriptul ARN primar suferd o ONA Qi ntron, QERGIES Intron REEsed
procesare complexa ce consta n fEneciingos
decuparea si eliminarea intronilor
si unirea exonilor, formandu-se
ARNmM matur, alcatuit dintr-o serie
continua si contigua de exoni.

™ ' &N

Processing

Procesul este denumit splicing. Translation

" z
Protein & ..:k
A

Splicing - decuparea precisa si eliminarea ARN intronic + legarea
ARN exonic



Mecanismul de decupare

Int

Exan nEran Exan
pre-mRNA— - . —c
"ﬂ. -

Spliceosome

spliced

]
mBEMA + (:::}

) 3!

Spliceosom — ARNsn-proteine

Procesul este dependent de existenta unor secvente nucleotidice-semnal situate
la granita exoni-introni: 5'GT sau situs donor si 3'AG sau situs acceptor; o alta
secventa importanta situata foarte aproape de capatul 3 al intronului este situsul
de conexiune sau de legéatura (branch site), ce contine nucleotidul A.



MATURAREA ARNm PRECURSOR

[ €XOn — intron 1 €XoN - intron 1 €XON - intron 1 €XON - intron T— exon

DNA

ATG GT AG GT AG  GT AG GT AG  TAGTAA
TGA

transcription

AUG GU AG GU AG  GU AG GU AG

pre-mRNA <P [ I I oA

UAG,UAA
posT-processing & UGA
splicing \\ /
mRNA “p & polyA
AUG UAG,UAA
UGA
Primary transcript (pre-mRNA)
5’ Exon Intron Exon Intron Exon 3’ |
m’G cap Poly(A) tail|
1 30 31 104 105 146
Introns excised and
exons spliced together
PABP

mRNA Poly(A) taill

1 146

© 2012 Pearson Education, Inc.



TRANSLATIA

- procesul de decodificare a informatiei genetice din ARNm
intr-o secventa specifica de AA ce formeaza un polipetid, care
va suferi o o serie de modificari - proteina activa; se
desfasoara in citoplasma

- are la baza codul genetic




CODUL GENETIC

= un sistem de corespondente intre o anumita secventa de trei nucleotide
numita codon si un anumit aminoacid




PROPRIETATILE CODULUI GENETIC

» codul genetic este triplet
» are un codon initiator (AUG) si trei codoni stop (UAA, UAG, UGA)

» codul genetic este degenerat - mai multi codoni semnifica acelagsi aminoacid,
cu exceptia metioninei si triptofanului

» codul genetic este nesuperpozabil si fara virgule

» codul genetic estelipsit de ambiguitate - un codon semnifica intotdeauna un
anumit aminoacid

Second Letter

» este universal

TAT TGT

TAC } Tyr TGD} Cys

TAA Stop || TGA Stop
TAG Stop || TGG Trp

First Latfer
Lopa7 padl




CODUL GENETIC

First nucleotide base (5’ position)

uuu Phenylalanine
uuc | (Phe)

UUA | Leucine
(Leu)
UuG

CUU )
cuc Leucine
CUA (Leu)

CUG
AUU)
Isoleucine

AUC » (lle)
AUA J

Methionine (Met);
AUG START (fMet in prokaryotes)

GUU

GuC Valine
GUA | (Val)

GUG

ucu )
ucc

UCA

UCG J
CCuU )
Cccc

CCA

CCG J
ACU )
ACC
ACA
ACG )
GCU
GCC
GCA

Second nucleotide base

| Serine
(Ser)

Proline
(Pro)

Threonine

(Thr)

5

g Alanine
(Ala)

GCG )

UAU Tyrosine
UAC (Tyr)

UAA STOP
UAG STOP*
CAU  Histidine

CAA Glutamine

AAU Asparagine
AAC (Asn)

AAA Lysine
AAG J (Lys)

GAU Aspartic acid
GAC (Asp)

GAA Glutamic acid
GAG J (Glu)

*also codes for a 22nd amino acid, pyrrolysine, in some prokaryotes.

uGu Cysteine
uac J (Cys)

UGA STOP (sfg‘é';‘s’)‘“‘e'“e
UGG Tryptophan (Trp)

CcGU

cGC Arginine
cGA | (Arg)

CGG

AGU serine
AGc J (Ser)

AGA Arginine
AGG J (Agn)

GGU

el Glycine
GGA | (Gly)

GGG

Copyright © 2006 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings.

Third nucleotide base (3’ position)



Aparatul translational

* ARNM - contine informatia ce va fi tradusa intr-o secventa de aminoacizi

mRNA

S K)

AGCUGACCUAGCGGACAA

« ARNt
locul sintezei proteice.

ARNt recunoaste codonul din ARNmM
corespunzator aminoacidului respectiv,
pe care 1l pozitioneaza in dreptul acestui
codon; deci ARNt are rolul de translator.

- ARN de transfer (ARNt) transportd aminoacizii din citoplasma la ribozomi,

aminoacil-sintetaza
on recunoaste aminoacidul
corespunzator

.....

fixarea ARNt pe
ribozomi

Prima bucla

anticodonul recunoaste
codonul specific din ARNm



Ribozomi

28S rBNA (4,718 nt)
+
5.8S rRNA (160 nt)
- +
5S rBNA (120 nt)
F +

= 60S subunit 49 proteins

18S rRNA (1,874 nt)
> +
33 proteins

nt = nucleotides 40S subunit

© 2010 Pearson Education, Inc

Ribozomii sunt veritabile platforme de asamblare a aminoacizilor in proteine, pe
baza instructiunilor ARNm.

Ribozomii eucariotelor sunt alcatuiti din doué subunitati inegale (40S si
60S) ; ele sunt de obicei disociate si libere in citoplasmé&; ele se reunesc la
inceputul translatiei pentru a forma ribozomul activ.

Fiecare subunitate este alcatuita din ARN ribozomal si proteine.



TRANSLATIE - etape

Initiere

Initierea translatiei este o etapa complexa care va plasa primul aminoacid
(AA-1) al proteinei in dreptul codonului initiator AUG din ARNm, ce
corespunde metioninei.

Are loc formarea complexului de initiere

metionina-ARNt-40S-ARNmM-60S

Large
ribosomal
5 subunit

60s

Initiator tRNA

mRNA

5'mm)
. 3’

Small

. ; ribosomal oo
mRNA binding site subunit 40s Translation initiation complex

40s



Eukaryotic translation initiation
Met

.

Initiator tRNA

Complex of small
ribosomal subunit
and initiator tRNA
binds to 5’ cap.

™ Small ribosomal subunit

| E—

Start codon

Met \I’

8

\
g

5’ cap

sl

5l

l

Met

Large ribosomal
subunit ~

5N

Complex scans to
find the start codon.

Initiator tRNA binds
to start codon.

3

Large ribosomal
subunit joins to form
initiation complex.

Initiation complex

Schematic model showing binding sites

P site (Peptidyl-tRNA

binding site) Exit tunnel

A site (Aminoacyl-
tRNA binding site)

E site
(Exit site)
Large
subunit
mRNA
binding site Small
subunit
Ribozomii prezinta patru situsuri
functionale:

- pe subunitatea mica se afla situsul de
fixare al extremitatii 5' a ARNm

- pe subunitatea mare: situsul P (peptidil) si
A (aminoacil) unde se fixeaza moleculele
de ARNt cuplate cu aminoacizii lor
specifici, precum si situsul de iesire (E de
la exit).



Elongatie

RPNV @ @
. = N DNA @ 3
Etapa in care se realizeaza legaturi l e A .
peptidice intre aminoacizi prin — 2/ o S ﬁ
intermediul enzimei peptidil-transferaza. Polypepide o
Q o Amino
Polypeptide ; acids
tRNA with

Amino end

of polypeptide amino acid

attached

Ribosome

:\/.ﬁ =
Ribosome ready for =
next aminoacyl tRNA

L tRNA

Anticodon




Elongatia este o etapa repetata succesiv, in cursul céreia se formeaza
legaturi peptidice (enzima peptidil-transferaza) intre aminoacizii asezati
secvential pe baza ordinii codonilor din ARNm.

Amino end
of polypeptide

RONININON

Ao
AT

lmMNA

Ibosome
o g
Polypeptide

Ribosome ready for & 5
next aminoacyl tRNA

Deplasarea ribozomului se face prin intermediul unei translocaze.



Terminare

- ribozomul ajunge la un codon stop

Release
factor

Stop codon
(UAG, UAA, or UGA)

Cand ribozomul ajunge la un codon stop, se produce dezasamblarea
complexului ribozom-ARNm-polipeptid (prin interventia unui factor proteic,
RF) si polipeptidul este eliberat din ribozom.

Ribozomul poate fi reciclat pentru o nouéa sinteza, iar polipeptidul sufera o
serie de modificari conformationale si biochimice devenind o proteina
activa.



REGLAREA EXPRESIEI GENEICE

Activarea genelor

presupune trecerea genelor dintr-o stare represata intr-o stare favorabila atasarii la
promotor (boxa TATA) a complexului transcriptional de baza si a factorilor
transcriptionali inductori

se realizeaza prin intermediul proteinelor activatoare care sunt stimulate de
semnale extra si intracelulare

sunt mobilizate la nivelul genelor tinta proteine co-activatoare reprezentate
complexe de remodelare stimulativa a cromatinei, histon acetil-transferaze (HAT) si
demetilaze.

—
;Fiaa Repression COACTIVATORS Activation
Composition — gene silencing Histone acetyltransferases gene transcription
P ﬁ\ (e.g., CBP, PCAF)

Varian

CO-REPRESSORS

—
E Reg) Histone deacetylases
Modification @ — $ H B » (e.g., HDAC1-13)
—— Transcription  pol |f

Positioning /7"):& = Rﬁ Q&
T — — protein

a

(Reg



sunt demetilate secventele CpG de la nivelul promotorului genelor de catre
demetilaze care indeparteaza gruparea metil de la citozina. Demetilazele sunt
activate de semnale fiziologice extracelulare, demetilarea favorizeaza atasarea
factorilor transcriptionali stimulatori (inductori) ai transcriptiei la promotorul
genei.

(O Unmethylated
{:} Methylated

QPR

— CpG Island

Gene Exprassion

Gene —

W l+) Gene Expression Repressed

] CpG Island Gene ————1




Represia genelor

Trecerea unei gene din starea activa in starea silentioasa se realizeaza prin:

inactivarea rapida a activatorilor si a factorilor transcriptionali

activarea proteinelor represoare

Inactivarea activatorilor se realizeaza
prin procese de ubiquitinizare a
proteinelor tinta, fosforilarea sau
acetilarea factorilor transcriptionali etc.

Histon dezacetilazele indeparteaza
gruparea acetil de la capatul N-terminal
al histonelor H3 si H4 si determina
creseterea stabilitatii nucleozomale si
scaderea accesibilitatii pentru proteinele
activatoare si factori transcriptionali.

a

H2A

wzH3
H2B”

H4

DNA

7

7

H1

Octamer histone core

Ac

@ Gn__ @

v

Compacted chromatin-like structure

Transcription repressed
m
@

Ac Ac

Juoo000o0oo
IIIIIIIIIIIIIIII’

Qﬂﬂﬂﬂ

Z

oy v v

Relaxed chromatin-like structure
Transcription activated

Ac

B

Ac

v



Metilarea ADN este un proces esential in reglarea expresie genice, producand
represia genelor. Metilarea se produce are loc la nivelul citozinei din cadrul
dinucleotidelor CpG, formand 5-metilcitozina care previne legarea factorilor
transcriptionali stimulatori. Procesul de metilare si demetilare a citozinei este produs
de catre ADN-metiltransferaze si respectiv, ADN-demetilaze. Histon-metil
transferazele metileaza resturile de lizina si arginina din regiunea C-terminala a
histonelor H3 si H4 producand restrictia transcriptionala.

Methyi-lysine
Acetyl- activating
lysine , |

TR_D-0 3.

Inactive chromatin

C Methyl-lysine
| Methyl X 2 mactr:at:ng i
CpG y y £
Active (open) chromatin Condensed (closed) chromatin
G g i Y Bani Z
e Transcription v/ Transeription X e DNA methylation
i Methytated Unmethylated

CpG D CDG. :

Silenced gene

Histone modifications

T o E E E E EE E E R R M R R N R O R R M o wm
Unmethylated Methylated
cytosines cytosines Nuclecsome

Histone tail
Repressod gene



MECANISME EPIGENETICE

Epigenetica = modificari ale complexului nucleoproteic ce formeaza cromatina,
care nu implica modificari in secventa de nucleotide, dar care influenteaza
expresia temporala si/sau spatiala agenelor.

Epigenom = stare epigenetica globala si particulara a unei celule, toate celule
corpului au acelasi genom, dar un anumit epigenom

Epimutatii = modificari in structura epigenetica a celulei

Chromosome
W%ﬂ%ﬁ% Chromatin
%%m@ z%% )

DMNA Methylation

mRNA Degradation

Messenger RNA

i R R T Y Y

Micro RNA



Modificari epigenetice

a. Modificari post - translationale ale histonelor nucleozomale

> modificari ale unor aminoacizi din strcutura histonelor nucleozomale (H3 si
H4) au un rol important in reglarea expresiei genice

> acetilarea histonelor — activarea transcriptiei
> dezacetilarea — represia transcriptiei

> metilarea (rez.arginina si lizina) — efecte diferite - activare/represie

model of the basic epigenetic modifications nucleosome A

histone modifications
< ceacetylation |

chromosome ) ‘
\\' {
A chromatin
(complex of DNA gene “switched o
and histones) condensed chromatin M

chromatin
aeac ate: stones
Off
‘M RNA pol Il On
open chromatin s
/ \ ) chromalin
DNA

‘ = N7 M NZ C/@
| T\ G lT TG TG | I i [ Il
I A VEVIVIARVVSA oy oy
s A | | )
‘A,] A‘I HI © L [x I ol H DNA methylation H
DNA (methylated) cytosine 5-methylcytosine




