
Βιοσύνθεση	  μακρομορίων	  

3.	  Η	  ωρίμανση	  των	  RNAs	  

ΠΑΝΕΠΙΣΤΗΜΙΟ	  ΘΕΣΣΑΛΙΑΣ	  
ΤΜΗΜΑ	  ΒΙΟΧΗΜΕΙΑΣ	  ΚΑΙ	  ΒΙΟΤΕΧΝΟΛΟΓΙΑΣ	  

Νικόλαος	  Μπαλατσός	  



ΩΡΙΜΑΝΣΗ	  του	  	  
αγγελιαφόρου	  RNA,	  

mRNA	  



5’	   3’	  

Κωδικεύουσα	  περιοχή	  
(coding	  region)	  

ή	  
Ανοικτό	  πλαίσιο	  ανάγνωσης	  

(open	  reading	  frame)	  

3’	  μη	  μεταφραζόμενη	  	  
περιοχή	  

5’	  μη	  μεταφραζόμενη	  
περιοχή	  

Μετάγραφα	  γονιδίων	  



5’	   3’	  

Κωδικεύουσα	  περιοχή	  
(coding	  region)	  

ή	  
Ανοικτό	  πλαίσιο	  ανάγνωσης	  

(open	  reading	  frame)	  

Η	  περιοχή	  αυτή	  μεταφράζεται	  
σε	  πρωτεΪνη	  

3΄	  μη	  μεταφραζόμενη	  	  
Περιοχή	  

3΄	  untranslated	  region,	  	  
3’UTR	  

 Ρυθμιστικός	  ρόλος	  

5΄	  μη	  μεταφραζόμενη	  
Περιοχή	  

5’	  untranslated	  region,	  	  
5’UTR	  

Ρυθμιστικός	  ρόλος	  

Μετάγραφα	  γονιδίων	  



5’	   3’	  

Μάτισμα	   3΄	  πολυ(Α)	  ουρά	  5΄	  καλύπτρα	  

Ωρίμανση	  mRNA	  
Συμμεταγραφικές	  τροποποιήσεις	  
(co-‐transcripfonal	  modificafons)	  

AAAAAAAAAAAAAAAΑ	  



Οι	  τροποποιήσεις	  των	  δύο	  άκρων	  
5΄καλύπτρα	  	  	  -‐	  	  	  3΄πολυ(Α)	  ουρά	  

AAAAAAAAAAAAAAAΑΑΑΑ	  

!  	  	  Εξοδος	  στον	  πηρήνα	  

!  	  	  Προστασία	  από	  αποικοδόμηση	  

!  	  	  Εκτομή	  5΄	  εξονίου	  (5’	  proximal	  intron)	  

!  	  	  Προώθηση	  μετάφρασης	  

!  	  	  Αποικοδόμηση	  

!  	  	  Εξοδος	  στον	  πυρήνα	  

!  	  	  Προστασία	  από	  αποικοδόμηση	  

!  	  	  Μάτισμα	  

!  	  	  Προώθηση	  μετάφρασης	  

!  	  	  Αποικοδόμηση	  

5΄καλύπτρα	   3΄πολυ(Α)	  ουρά	  



5΄cap	  	  	  -‐	  	  	  3΄poly(A)	  tail	  

AAAAAAAAAAAAAAAΑΑΑΑ	  

!  	  	  Nuclear	  export	  

!  	  	  Prevenfon	  of	  degradafon	  

!  	  	  5’	  proximal	  intron	  excision	  

!  	  	  Promofon	  of	  translafon	  

!  	  	  Degradafon	  

!  	  	  Nuclear	  export	  

!  	  	  Prevenfon	  of	  degradafon	  

!  	  	  Splicing	  	  

!  	  	  Promofon	  of	  translafon	  

!  	  	  Degradafon	  



5’	  κάλυμμα	  (cap)	  

!  	  	  Προστασία	  από	  αποικοδόμηση	  

!  	  	  Συμμετοχή	  στο	  μάτισμα	  

!  	  	  Εξοδος	  στο	  κυτταρόπλασμα	  

!  	  	  Προώθηση	  μετάφρασης	  

!  	  	  Συμμετοχή	  σε	  μηχανισμούς	  αποικοδόμησης	  



Ασυνεχή	  γονίδια	  (split	  genes)	  ευκαρυωτικών	  οργανισμών	  



A	  

B	  

C	  
single-‐stranded	  DNA	  

DNA-‐RNA	  
hybrid	  

A	  

B	  

C	  

Ασυνεχή	  γονίδια	  (split	  genes)	  ευκαρυωτικών	  οργανισμών	  



5’	   3’	  

Μονάδα	  μεταγραφής	  ευκαρυωτικών	  γονιδίων	  

Αρχικό	  μετάγραφο	  ενός	  ευκαρυωτικού	  γονιδίου	  

5’	   3’	  



5’	   3’	  

Ιντρόνια	  
(Intervening	  sequences)	  

μη	  κωδικεύουσες	  περιοχές	  

Μονάδα	  μεταγραφής	  ευκαρυωτικών	  γονιδίων	  

Εξόνια	  	  
(expressed	  sequences)	  

5’	   3’	  

Αρχικό	  μετάγραφο	  ενός	  ευκαρυωτικού	  γονιδίου	  



 1 5’	   3’	  2 

Τα	  ευκαρυωτικά	  γονίδια	  είναι	  ασυνεχή,	  Μάτισμα	  

3 Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

Εξόνιο	   Εξόνιο	   Εξόνιο	  

 1 2 3 

 1 5’	   3’	  2 3 
Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

Ιντρόνιο	  1	  
Ιντρόνιο	  2	  

 1  1 2 3 
Εξόνιο	   Εξόνιο	   Εξόνιο	  

Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

Μεταγραφή	  

Μάτισμα	  

…	  

…	  

…	  

Μάτισμα	  	  	  	  	  	  	  	  (σύνδεση	  εξονίων)	  

DNA 

Τα	  ευκαρυωτικά	  γονίδια	  είναι	  ασυνεχή	  και	  περιέχουν:	  εξόνια	  (exons)	  και	  ιντρόνια	  (introns)	  
Τα	  εξόνια	  διατηρούνται	  στο	  τελικό	  (ώριμο)	  mRNA.	  



Exon1	   Exon	  2	  Intron	  

Exon
1	  

Exon	  2	  

Intron	  

snRNP	  

Εξόνια	  ευκαρυωτικών: 	  	  ~100-‐500	  nt	  
Ιντρόνια	  ευκαρυωτικών: 	  μέχρι	  και	  480	  000	  nt	  (human	  neurexin)	  

Τα	  ευκαρυωτικά	  γονίδια	  είναι	  ασυνεχή,	  Μάτισμα	  



ACT1 pre-mRNA 

DExH-box NTPase/ 
helicase Prp22p 

Η	  μελέτη	  της	  αντίδρασης	  

Schwer Β and Meszaros Τ  
EMBO J 2000; 19: 6582 



Οι	  θέσεις	  ματίσματος	  (splice	  sites)	  στα	  πρόδρομα	  μόρια	  mRNA	  
οριοθετούνται	  από	  ειδικές	  αλληλουχίες	  στα	  άκρα	  των	  ιντρονίων	  

Θέση	  διακλάδωσης	  
(Branch	  site)	  

Θέση	  ματίσματος	  5΄	  
(5΄splice	  site)	  

Θέση	  ματίσματος	  3΄	  
(3΄splice	  site)	  

Ανοδικό	  
εξόνιο	   AG	  

Ανοδικό εξόνιο, Upstream exon;  
Καθοδικό εξόνιο, Downstream exon 

Καθοδικό	  
εξόνιο	  G	  



Ο	  μηχανισμός	  του	  ματίσματος,	  I	  



Η	  θέση	  διακλάδωσης	  (branch	  site)	  στο	  μάτισμα	  	  



Ο	  μηχανισμός	  του	  ματίσματος	  

Molecular Cell Biology, 4th Edition 



Η	  συναρμολόγηση	  του	  σωματίου	  ματίσματος	  (spliceosome)	  



Οι	  παράγοντες	  ματίσματος	  



snRNA	  U2	  και	  snRNA	  U6:	  	  
Το	  καταλυτικό	  κέντρο	  του	  σωματίου	  ματίσματος	  



54	   54	   54	  

62	   61	   U2	   U1	   U2	   U1	  

snRNA	  

Αλλοι	  παράγοντες	  ματίσματος	  Ι	  

Εξόνιο	   Εσόνιο	  

Δεσμίδα	  πολυπυριμιδίνης	  
θέση	  διακλάδωσης	  

3’θέση	  ματίσματος	  Α.	  Οριοθέτηση	  των	  εξονίων	  

εσόνιο	  

U1	   U2	  
U4	  U6	  

U5	  
SR	   SR	   SR	  

U1	   U2	  
U4	  U6	  

U5	  

ματισματόσωμα	  

Β.	  Σχηματισμός	  
	  	  	  	  	  ματισματοσώματος	  

ESE	  



mRNA	   AAAAA…A	  

…	  

cap	  

εσόνιο	  

U1	   U2	  
U4	  U6	  

U5	  
SR	   SR	   SR	  

U1	   U2	  
U4	  U6	  

U5	  

ματισματόσωμα	  

Β.	  Σχηματισμός	  
	  	  	  	  	  ματισματοσώματος	  

Αλλοι	  παράγοντες	  ματίσματος	  ΙΙ	  

πρωτεΪνες	  



Εξόνιο	  1	   Εσόνιο	  

SR	   SR	   SR	  
ESE	   ESS	  

Εξόνιο	  2	   Εξόνιο	  3	  

ESE:	  Εξονικός	  ενισχυτής	  ματίσματος	  (Exonic	  splicing	  enhancer	  
ESS:	  Εξονικός	  καταστολέας	  ματίσματος	  (Exonic	  splicing	  supressor)	  

Εξόνιο	  1	   Εξόνιο	  3	  

…	  

Αλλοι	  παράγοντες	  ματίσματος	  και	  παράλειψη	  εξονίου	  



Beyer	  AL	  and	  Osheim	  YN,	  1988,	  Genes	  Dev	  

Η	  σύνθεση	  του	  RNA	  στη	  Drosophila,	  live	  



Η	  σύνθεση	  του	  RNA	  στη	  Drosophila,	  live	  

Beyer	  AL	  and	  Osheim	  YN,	  1988,	  Genes	  Dev	  



Μάτισμα	  και	  ασθένειες:	  	  
Μετάλλαξη	  μιας	  βάσης	  στο	  γονίδιο	  της	  β-‐σφαιρίνης	  οδηγεί	  σε	  	  

β-‐θαλασσαιμία	  δημιουργώντας	  μια	  θέση	  ματίσματος	  διαφορετική	  
από	  τη	  κανονική	  



Ιντρόνιο	  1	  
Ιντρόνιο	  2	  

Μεταγραφή	  

Μάτισμα	  

 1 2 3 …	  

 1 5’	   3’	  2 3 
Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

Εξόνιο	   Εξόνιο	   Εξόνιο	  
…	  

Μάτισμα	  

 1  1 2 3 
Εξόνιο	   Εξόνιο	   Εξόνιο	  

Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  DNA 

Εναλακτικό	  μάτισμα	  (alternafve	  splicing)	  

 1 5’	   3’	  2 3 
Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

…	  

 1 5’	   3’	  2 3 
Ιντρόνιο	  2	  Ιντρόνιο	  1	  

…	  

 1 3 …	  

Ιντρόνιο	  1	  
Ιντρόνιο	  2	  
Εξόνιο	  2	  

Μάτισμα	  



α.	  παραλειπόμενο	  εξόνιο	   προκύπτον	  mRNA	  

β.	  	  εναλλακτικές	  5’	  θέσεις	  ματίσματος	  

γ.	  	  εναλλακτικές	  3’	  θέσεις	  ματίσματος	  

δ.	  	  διατηρούμενο	  εξόνιο	  

ε.	  	  διατήρηση	  αμοιβαία	  αποκλειόμενων	  εξονίων	  

Το	  εναλλακτικό	  μάτισμα	  

Ο	  μηχανισμός	  αφορά	  στα	  ~3/4	  των	  ανθρώπινων	  γονιδίων	  





12	  x	  48	  x	  33	  x	  2	  =	  38.016	  mRNAs/πρωτεΪνες	  (!)	  

1	  	  2	  

Εξόνιο	  4	   Εξόνιο	  6	   Εξόνιο	  9	   Εξόνιο	  17	  

1	  	  	  	  	  	  12	   1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  48	   1	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  33	   

(ΤΜ:	  Διαμεμβρανική	  περιοχή	  (TransMembrane	  region)	  

Schmucker et al. Cell 2000; 101: 671-684 

Το	  γονίδιο	  DSCAM	  	  της	  Drosophila	  

Ig2	  	  Ig3	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  	  

Εξόνια	  	  	  	  	  	  	   4	   9 17 6	  

TM	  Ig7 



Αυτο-‐μάτισμα,	  Self-‐splicing	  



Αυτο-‐μάτισμα,	  Self-‐splicing,	  I	  



Αυτο-‐μάτισμα,	  Self-‐splicing,	  II	  



Δομή	  αυτο-‐ματιζόμενου	  ιντρονίου	  



Μηχανισμός	  αυτο-‐ματίσματος	  



Μηχανισμός	  αυτο-‐ματίσματος,	  Ι	  



Μηχανισμός	  αυτο-‐ματίσματος,	  ΙΙ	  



Μηχανισμός	  αυτο-‐ματίσματος,	  ΙΙΙ	  



Σύγκριση	  πορειών	  ματίσματος	  



snRNA	  U2	  και	  snRNA	  U6:	  	  
Το	  καταλυτικό	  κέντρο	  του	  σωματίου	  ματίσματος	  



Ο	  κόσμος	  του	  RNA	  (RNA	  World)	  



The	  discovery	  of	  split	  genes 

Richard J. Roberts and Phillip A. Sharp made their amazing discovery of split genes in the 
adenovirus whey they examined a hybrid between a viral mRNA and its template DNA in 
the electron microscope. They observed that the mRNA was not encoded as a colinear 
segment on the DNA molecule. Instead, remarkable loops of unhybridized DNA (A, B and C 
in figure) were seen. The interpretation was that mature messenger RNA was derived from 
four discountinuous segments on the viral DNA. The segments retained in the mRNA are 
called exons and the intervening sequences (A, B and C), excised during mRNA 
maturation, are called introns.  

www.nobel.se/medicine/educa�onal/	  poster/1993/discovery.htm	  	  

The	  Nobel	  Prize	  in	  Physiology	  or	  Medicine	  1993	  

Richard J. Roberts Phillip A. Sharp 



Sidney	  Altman	   Tom	  Cech	  

Ribozymes (ΡΙΒΟΕΝΖΥΜΑ) 





5΄κάλυμμα	  –	  3΄πολυ(Α)	  ουρά	  
5’cap	  	  	  -‐	  	  	  3’poly(A)	  tail	  

AAAAAAAAAAAAAAAΑΑΑΑ	  

Κωδική	  περιοχή	  ή	  	  
ανοικτό	  πλαίσιο	  ανάγνωσης,	  ORF	  

κάλυμμα	   Πολυ(Α)	  ουρά	  



Η	  διεργασία	  του	  3΄	  άκρου	  	  
(3’-‐end	  processing)	  

!  	  	  Προσθήκη	  μιας	  αλληλουχίας	  νουκλεοτιδίων 	  αδενίνης	  στο	  3΄άκρο	   	  των	  

	  mRNAs,	  γνωστής	  ως	  πολυ(Α)	  ουρά.	  

!  	  	  Η	  αλληλουχία	  αυτή	  ΔΕΝ	  είναι	  κωδικοποιημένη	  στο	  DNA	  	  

	  (δηλ.	  δεν	  υπάρχουν	  αλληλουχίες	  μήκους	  ~	  300	  βάσεων	  θυμίνης	  στο	  DNA)	  

!  	  	  Μήκος	  ουράς: 	  ~70	  νουκλεοτίδια	  αδενίνης	  (A)	  σε	  κατώτερους	  ευκαρυωτικούς	  

	   	   	   	  250-‐300	  (A)	  σε	  θηλαστικά	  

!  	  	  Η	  προσθήκη	  της	  ουράς	  γίνεται	  από	  το	  ένζυμο	  πολυ(Α)-‐τελική	  

	  αδενοσινοτρανσφεράση	  ή	  (συνήθως)	  πολυ(Α)	  πολυμεράση	  (PAP)	  

!  	  	  Η	  προσθήκη	  της	  πολυ(Α)	  ουράς	  είναι	  μια	  αντίδραση	  σε	  δύο	  στάδια:	  	  

1.  Τμήση	  (Cleavage)	  

2.  	  Πολυαδενυλίωση	  [Polyadenyla�on,	  Προσθήκη	  πολυ(Α)	  ουράς]	  



3’-‐end	  processing	  

cleavage	   polyadenylafon	  

73 
100	  

30	  

CPSF	  

160	  

80 

PAP	  

AAUAAA	  

GU/U-‐rich	  
3’	  

5’	  

59	  
64	  50	  

CstF	   68	  

25	  

59	  
CFIIA	  

CFIIB	   CFI	  

AAUAAA	  

PABP	  II	  

A
A
A
A
A
	  

AAAAA	  

A
A
A
A
A
	  

AAAAA	  

CPSF,	  Cleavage	  and	  Polyadenyla�on	  Specificity	  Factor;	  
CF,	  Cleavage	  Factor;	  CstF,	  Cleavage-‐s�mula�ng	  Factor;	  
PAP,	  Poly(A)	  Polymerase;	  PABP,	  Poly(A)-‐Binding	  Protein	  



3’-‐end	  processing	  

cleavage	   polyadenylafon	  

73 
100	  

30	  

CPSF	  

160	  

80 

PAP	  

AAUAAA	  

GU/U-‐rich	  
3’	  

5’	  

59	  
64	  50	  

CstF	   68	  

25	  

59	  
CFIIA	  

CFIIB	   CFI	  

AAUAAA	  

PABP	  II	  
AAAA

A	  

AAAAA	  

AAAAA
	  

A
A
A
A
A
	  

AAAAA	  

AAAAA	  

A
A
A
A
A
	  

A
A
A
A
A
	  

AAAAA	  

A
A
A
A
A
	  

AAAAA	  

AAAA
A	  



Οι	  πολλοί	  παράγοντες	  της	  διεργασίας	  του	  3’	  άκρου	  

www.biozentrum.unibas.ch/	  personal/keller/	  	  



5’	   ex1	   ex2	  

Η	  εναλλακτική	  πολυαδενυλίωση	  

p(A):	  θέση	  πολυαδενυλίωσης�	  AAAA…: πολυ(Α) ουρά� ex, εξόνιο� i, ιντρόνιο 

5’	   3’	  
i1	  

…	  

p(A)1 p(A)3 
ex2	  

p(A)2 
ex1	  

5’	   ex2	  ex1	  

5’	   ex1	   ex2	  

AAAA…	  

AAAA…	  

AAAA…	  Εναλλακτικά	  
ώριμα	  mRNAs	  

Πρόδρομο	  mRNA	  



Η	  εναλλακτική	  πολυαδενυλίωση	  (και	  το	  εναλλακτικό	  μάτισμα)	  

Neilson	  and	  Sandberg	  ExpCellRes	  2010	  

Skipped	  –	  exon	  associated	  

Composite	  exons	  associated	  

Single	  terminal	  exons	  
	  	  with	  two	  or	  more	  p(A)	  sites	  
	  	  (tandem	  UTRs)	  

p(A):	  θέσεις	  πολυαδενυλίωσης 



Η	  εναλλακτική	  πολυαδενυλίωση	  I	  

 

VDJ	  recombinafon	  

p(A):	  θέσεις	  πολυαδενυλίωσης	  [προσθήκης	  πολυ(Α)	  ουράς] 

μ1 μ2 μ3 μ4 Μ1 Μ2 

p(A)1 p(A)2 

Πρόδρομο	  mRNA	  



κύτταρο	  πλάσματος	  

Χρήση	  1ης	  	  θέσης	  p(A)1	  

VDJ	   	  Cμ 

	  Διαλυτή	  πρωτεΪνη	  

μ1 μ2 μ3 μ4 Μ1 Μ2 

p(A)1 

μ1 μ2 μ3 μ4 Μ1 Μ2 

p(A)2 

Μεμβρανική	  πρωτεΪνη	  

Β	  κύτταρο	  

VDJ	   	  Cμ 

Η	  εναλλακτική	  πολυαδενυλίωση	  II	  

Η	  μεμβρανική	  και	  η	  διαλυτή	  μορφή	  της	  IgM	  

Ο	  μηχανισμός	  αφορά	  στα	  ~25%	  των	  ανθρώπινων	  γονιδίων	  

Ωριμο	  mRNA	  

Χρήση	  2ης	  	  θέσης	  p(A)2	  

Ωριμο	  mRNA	  



Επιμέλεια	  RNA,	  Edifng	  

!  	  	  Παρατηρείται	  σε	  pre-‐mRNAs	  οργανιδίων	  	  
	  (μιτοχόνδρια,	  χλωροπλάστες)	  

!  	  	  Αφορά	  σε: 	  	  
!  	  αλλαγή	  βάσης	  (π.χ.	  C→U	  ή	  A→G)	  
!  	  παρεμβολή	  ή	  αφαίρεση	  νουκλεοτιδίου	  
	  ή	  μικρού	  αριθμού	  νουκλεοτιδίων	  

!  	  	  Μεταβάλλεται	  η	  πληροφορία	  του	  mRNA.	  

κυτιδίνη	   ουριδίνη	  



RNA	  edi�ng	  (Επιμέλεια	  RNA).	  	  

Τρεις	  κύριοι	  τύποι:	  

!  	  	  Παρεμβολή	  ή	  αφαίρεση	  πολλών	  ουριδινών	  (U)	  σε	  γονίδια	  τρυπανοσώμων.	  

!  	  	  Μετατροπή	  Αδενινών	  (A)	  σε	  Ινοσίνες	  (I)	  σε	  μετάζωα.	  

!  	  	  Μετατροπή	  κυτιδινών	  (C)	  σε	  ουριδίνες	  (U)	  σε	  μετάζωα.	  

Editing =  Αλλαγές των νουκλεοτιδίων RNA που αλλάζουν την 
κωδικοποίηση (coding potential) 



Απαμίνωση	  Α	  σε	  Ι.	  

Παράδειγμα: Αλλαγές αμινοξέων υποδοχέα γλουταμινικού.!

+H2O	


Αδενίνη!

+NH3	


Ινοσίνη! Γουανίνη!

Η Ινοσίνη (Ι) υβριδίζει όπως η Γουανίνη (G): εισαγωγή διαφορετικών 
αμινοξέων κατά τη μετάφραση.!



4 υποµονάδες:  GluR1-4 

Έλλειψη της GluR2 

Υψηλή διαπερατότητα σε Ca2+, 
oφείλεται στην περιοχή Q/R. 
Η αλλαγή Q    R οφείλεται σε 
επιµέλεια RNA (editing). 

Η αλλαγή αυτή µειώνει 
τη διαπερατότητα των µεµβρανών 
σε ιόντα Ca. 

Δράση σε υποδοχείς GluR2 (AMPA υποδοχέας)  και κανάλια Ca2+ 

Q 
CAA 
CAG 

R 
CGA 
CGG 

TM1 TM2 TM3 



Απαμίνωση C σε U!

+	  	  H2O	   +	  	  NH3	  



Lodish figure 11-39	


Απαμίνωση C σε U!

Αλλαγή	  ενός	  κωδικονίου	  στο	  mRNA	  της	  ανθρώπινης	  apoB	  σε	  κωδικόνιο	  τερματισμού:	  
Αλλαγές	  στη	  λειτουργικότητα	  των	  πρωτεϊνών	  100kDa	  (ήπαρ)	  και	  48kDa	  (έντερο)	  	  



O	  τερματισμός	  της	  μεταγραφής	  από	  την	  	  
Πολυμεράση	  του	  RNA	  (RNAP	  II	  	  ή	  Pol	  II)	  

Kuehner	  et	  al.	  2011	  Nat	  Rev	  Mol	  Cell	  Biol	  



O	  τερματισμός	  της	  μεταγραφής	  από	  την	  Pol	  II	  

Kuehner	  et	  al.	  2011	  Nat	  Rev	  Mol	  Cell	  Biol	  



Tερματισμός	  της	  μεταγραφής	  από	  Pol	  II,	  
η	  έναρξη,	  ο	  τερματισμός...	  

Kuehner	  et	  al.	  2011	  Nat	  Rev	  Mol	  Cell	  Biol	  



Μεταγραφή 

Ωριµάνση RNA 

Έξοδος RNA 

Επιβίωση 

5’ κάλυµµα 

µάτισµα 

3’πολυ(Α) 

Έναρξη             Επιµήκυνση       Τερµατισµός Απελευθέρωση 

Έξοδος 

Αποικοδόµηση 
προ-mRNA/mRNA 

NMD 

Οι	  διεργασίες	  της	  γονιδιακής	  έκφρασης	  είναι	  συζευγμένες	  



CBC	  
Cap	  

CBC	  

Cap	  
CBC	  

Cap	  

CBC	  
Cap	  

PABP	  

Adapted	  from	  Proudfoot	  N,	  TiBS	  2000;	  25:290	  

Πολυμεράση	  II	  του	  RNA	  	  
και	  συμμεταγραφικές	  	  
τροποποιήσεις	  

!  	  	  Κάλυμμα	  στο	  5’	  άκρο	  

!  	  	  Μάτισμα/εναλλακτικό	  μάτισμα	  

!  	  	  Πολυ(Α)	  ουρά	  	  στο	  3’	  άκρο	  

!  	  	  Επιμέλεια	  (edi�ng)	  



PIC	   SF	  

P	  P	  P	  
P	  P	  

P	  CAP	  
pA	  

pA	  
SF	  

CTD	  
CTD	  

P	  P	  P	  
P	  P	  

P	  pA	  
SF	  

CTD	  

pA	  SF	  SF	  CTD	  
CTD	  

1	   2	   3	   4	   AAAAAn	  cap	  

pA	  
CTD	  

3	  
4	  

SF	   SF	  

P	  P	  P	  
P	  P	  

P	  

Splicing	  
machine	  

PIC	  

pA	  

Splicing	  
machine	  

SF	  

SF	  

Οι	  διεργασίες	  της	  γονιδιακής	  έκφρασης	  είναι	  συζευγμένες	  

Προσαρμοσμένο από 
Reed R & Maniatis T. Nature 2002; 416:499

P	  on	  Ser5	  	  	  

CAP	  

P	  from	  Ser5	  	  	  

P	  on	  Ser2	  	  	  

P	  

P	  

P	  P	  P	  P	  P	  P	  P	  

P	  



Οι	  διεργασίες	  της	  γονιδιακής	  έκφρασης	  είναι	  συζευγμένες	  

Reed R & Maniatis T. Nature 2002; 416:499



mRNA	  lifecycle	  

Molecular Cell Biology, 4th Edition 



ΩΡΙΜΑΝΣΗ	  tRNA	  



Φωσφορυλιωμένο	  
5΄	  άκρο	  

Βρόχος	  
αντικωδικονίου	  

Θέση	  πρόσδεσης	  
αμινοξέος	  

Βρόχος	  TψC	  Βρόχος	  DHU	  

«Επιπλέον	  βραχίονας»	  
(μεταβλητός)	  



Berg,	  Tymoczko,	  Stryer.	  Biochemistry	  5th	  Edi�on	  



Η	  ωρίμανση	  του	  tRNA	  

Πρόδρομο	  μετάγραφο	   Ωριμο	  tRNA	  

Οδηγός	  



Ωρίμανση	  3΄	  
(tRNase	  Z)	  

Ωρίμανση	  5΄	  
(tRNase	  P)	  

Επεξεργασία	  
(edi�ng)	  
C8	  σε	  U8	  
(CDAT8)	  

Μάτισμα	  
(HSPC117)	  

Λειτουργικό	  tRNA	  

ΠΟΡΕΙΑ	  ΩΡΙΜΑΝΣΗΣ	  

ιντρόνιο	  

Η	  ωρίμανση	  του	  tRNA	  



Η	  ωρίμανση	  του	  tRNA	  



tRNA	   tRNA	   tRNA	  

tRNA	   tRNA	   tRNA	  

tRNA	   tRNA	   tRNA	  

tRNA	   tRNA	   tRNA	  

5΄	   3΄	  

	  RNase	  E	  

	  RNase	  P	  

RNase	  T	  
RNase	  PH	  
RNase	  D	  
RNase	  BN	  
RNase	  II	  

tRNAm
Met	   tRNALeu	  

tRNA1
Gln	   tRNA1

Gln	  

tRNAm
Met	  

tRNA2
Gln	  

tRNA2
Gln	  

	  3΄-‐	  5΄exoRNases	  

5΄	  
ppp	  

OH	  
3΄	  

Οργάνωση	  γονιδίων	  tRNA	  
E.	  coli	  

Li	  and	  Deutscher,	  2002;	  Ow	  and	  Kushner,	  2002	  



Ομάδα	  (cluster)	  21	  tRNA	  

Οργάνωση	  γονιδίων	  tRNA	  
B.	  subLlis	  

P	   T	  P	  16S	   23S	   5S	  

P,	  προαγωγέας	  
T,	  τερματική	  αλληλουχία	  



h�p://cbm.msoe.edu/modGallery/ribosome/riboviewer.swf	  



RNase	  P	  –	  pre-‐tRNA	  



RNase	  P	  –	  pre-‐tRNA	  



NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 

Crystal structure of the T. maritima  
RNase P holoenzyme in complex with tRNA. 



RNase	  P	  

Κατηγορία	  Α	  
βακτηριακή	  

Κατηγορία	  Β	  
βακτηριακή	  

Αρχαία	  



NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 

Η	  αναγνώριση	  του	  tRNA	  από	  την	  RNase	  P	  	  
γίνεται	  μέσω	  αλληλεπιδράσεων	  RNA–RNA.	  



RNase	  P,	  προτεινόμενος	  μηχανισμός	  δράσης	  



b 

RNase	  P,	  προτεινόμενος	  μηχανισμός	  δράσης	  



Structure of the RNase P active site environment. 

NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 





Junichi Sugahara et al. Mol Biol Evol 2008;25:2709-2716 
© The Author 2008. Published by Oxford University Press on behalf of the Society for Molecular Biology and 

Evolution. All rights reserved. For permissions, please e-mail: journals.permissions@oxfordjournals.org 

Γονίδια	  tRNA	  αρχαίων	  και	  ιντρόνια	  



Γονίδια	  tRNA	  αρχαίων	  και	  ιντρόνια	  



Γονίδια	  tRNA	  αρχαίων	  και	  ιντρόνια	  

Sugahara et al., RNA. 2007; 13: 671–681. 



Ωρίμανση	  rRNAs	  (RNA	  πολυμεράση	  Ι)	  





5’	   3’	  

Ιντρόνια	  
(Intervening	  sequences)	  

μη	  κωδικεύουσες	  περιοχές	  

Μονάδα	  μεταγραφής	  ευκαρυωτικών	  γονιδίων	  

Αρχικό	  μετάγραφο	  ενός	  ευκαρυωτικού	  γονιδίου	  

Σε	  γονίδια	  ανθρώπου:	  
	  2-‐50	  ιντρόνια/γονίδιο,	  μήκους	  50-‐20000	  βάσεων	  
	  Εξώνια	  μήκους	  ~1500	  βάσεων	  

Εξώνια	  	  
(expressed	  sequences)	  





Protein–RNA contacts within the RNase P holoenzyme. 

NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 



NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 

Pre-tRNA leader–protein interactions in the RNase P holoenzyme. 



Structure of the RNase P active site environment. 

NJ Reiter et al. Nature 000, 1-6 (2010) doi:10.1038/nature09516 


