Il controllo dell'espressione
genica negli Eucarioti



Cellula umana contiene circa 30000 geni

RNA genes (rRNA,
tRNA...)

Geni per proteine

Ogni cellula in un determinato momento esprime solo una piccola parte di
questo potenziale (- 5000 geni)

1l 1l

Geni housekeeping Geni tessuto - specifici
metabolismo

biosintesi
membrana
istoni

ribosomal DIFFERENZIAMENTO
CELLULARE

A QUESTA ESPRESSIONE SELETTIVA NON CORRISPONDE (IN GENERE)
UNA VARIAZIONE DEL CONTENUTO DI DNA



Sviluppo Eucariotico

« La differenziazione cellulare €’ la
specializzazione cellulare durante lo sviluppo.

* Visto che tutte le cellule hanno lo stesso DNA
come avviene la differenziazione?

* Regolazione genica

goblet cells




Il differenziamento durante lo
sviluppo embrionale....

Da una cellula uovo fecondata derivano tutte le diverse cellule
che compongono l'organismo



|| differenziamento durante lo sviluppo embrionale
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Durante lo sviluppo embrionale avviene
I'accrescimento (proliferazione e crescita) e la
generazione di tutti tipi cellulari



Waddington’s Developmental Landscape
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Espressione genica selettiva
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ESPRESSIONE TESSUTO-SPECIFICA

Controllo trascrizionale di una serie di geni all'interno dello stesso tessuto
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MRNA differenzialmente espressi
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Figure 7-3 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Esistono molteplici livelli di regolazione
dell'espressione genica negli eucarioti

NUCLEO Genomas Meccanismi epigenetici: controllo a lungo e
corto raggio mediante rimodellamento della

struttura della cromatina

controllo trascrizionale: legame di fattori
trascrizionali tessuto specifici, legame diretto
di ormoni, fattori di crescita o elementi

intermedi a elementi responsivi di geni Trascritto primario
inducibili (precursore)
controllo post-trascrizionaleg splicing alternativo,
polyA alternativo, RNA editing t¢ssuto-specifico
MRNA
CITOPLASMA controllo del traSpO
MRNA
controllo .
fraduzionale controllo della_stabilita
traduzione « » degradazione
\/
PROTEINA

l controllo post-traduzionale

PROTEINA attiva o inattiva



Controllo Genomico

Decondensazione della cromatina e
espressione genica



Transcription and Chromatin
Remodeling

DNA in interphase cells still highly condensed by
association with nucleosomes

Inaccessibility to proteins can be demonstrated by
nuclease sensitivity experiments

— Inactive genes resistant to DNase

— Active genes much more sensitive to DNase
treatment

Chromatin remodeling required to make the DNA
accessible to transcription factors




Heterochromatin — highly condensed, non-expressed DNA

Euchromatin — less condensed, accessible to transcription

machinery, accessible to pancreatic DNase |
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*r—
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(bind DNA on neigboring core histones

nucleosomes) ) i (especially H3 and H4)
{he sgdenoid
* HIGH level of histone H1 * Reduced level of histone H1
* NO gene transcription » Gene transcription possible
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Negli eucarioti superiori i geni inattivi da un punto di vista trascrizionale hanno una
struttura cromatinica meno accessibile
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Isolamento dei nuclei e digestione con quantita crescente di Dnasil. Estrazione
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Geni attivi da un punto trascrizionale sono piu suscettibili di quelli inattivi alla digestione
con DNAsiIl

Sono in una conformazione cromatinica particolare che li rende piu accessibili a DNAsiIl



Figura 23-17  Sensibilita alla digestione con
la DNasi | dei geni attivi presenti nella croma-
tina. La struttura della cromatina dei geni
attivi pud essere analizzata trattando i
nuclei con la DNasi I. La DNasi I, una endo-
nucleasi, digerisce il DNA con tagli ripetuti
a livello dei legami fosfodiesterici interni.
Pero, il DNA presente nella cromatina con-
densata e protetto dalla digestione con I'en-
zima, probabilmente perché la struttura e
molto spiralizzata e complessata con pro-
teine. L'esperimento mostrato utilizza la
cromatina estratta da due differenti tipi di
cellule, eritrociti e cellule dell’ovidotto di
pollo, e considera i geni della globina e del-
'ovoalbumina, che sono espressi rispettiva-
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dotto. Nel passaggio (1), la cromatina & di-
gerita con una bassa concentrazione di
DNasi I, che taglia preferenzialmente il
DNA nelle regioni despiralizzate della cro-
matina. Nel passaggio @), la componente
proteica della cromatina € rimossa, mentre
il DNA ¢ purificato e digerito con un enzi-
ma di restrizione che rilascera un fram-
mento di DNA contenente un gene della
globina o dell’ovoalbumina intatto (se non
e stato tagliato dalla DNasi I). Infine, la pre-
senza di un tale frammento di restrizione &
messa in evidenza nel passaggio @) sepa-
rando elettroforeticamente i frammenti di
DNA, trasferendo i frammenti separati su
un filtro (Southern blot) ed ibridando con
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della globina e dell’ovoalbumina. Il DNA
isolato dalla cromatina degli eritrociti trat-
tati con concentrazioni crescenti di DNasi |
contiene quantita sempre piu piccole del
frammento di restrizione intatto del gene
per la globina; risultati analoghi si otten-
gono per il gene dell’ovoalbumina nella
cromatina delle cellule dell’ovidotto. Al
contrario, anche le concentrazioni elevate
di DNasi I non hanno alcun effetto sul gene
della globina presente nella cromatina delle
cellule dell’ovidotto o sul gene dell’ovoal-
bumina presente nella cromatina degli eri-
trociti. In altre parole, i geni sono pil su-
scettibili all’attacco della DNasi I nei tessuti
in cui sono attivamente trascritti.



CROMATINA
*EUCROMATINA -> TRASCRIZIONE POTENZIALE

a) geni housekeeping
b) geni tessuto-specifici

*ETEROCROMATINA FACOLTATIVA -> inattiva quando condensata.
Fornisce un meccanismo di compensazione:

rapporto geni autosomici/geni X-linked

maschi=2/1 donne = 1/1 .y »

ETEROCROMATINA COSTITUTIVA ->
sempre inattiva; Localizzata nelle regioni

peri - e centromeriche

chromatin



| meccanismi epigenetici mascherano definitivamente
le regioni cromosomiche che non devono mai essere
trascritte, in nessun tipo cellulare.

| geni mappano tutti in regioni le cui caratteristiche
generali possono essere definite inizialmente
eucromatiche, nelle quali, ancora una volta, agiscono i
meccanismi epigenetici per tenerle piu 0 meno aperte e
quindi piu o meno disponibili ad interagire con i
meccanismi di controllo trascrizionale.Durante |l
differenziamento alcune di queste regioni possono
eterocromatizzare definitivamente.



La decondensazione della cromatina
rappresenta un prerequisito
dell’attivazione trascrizionale



Meccanismi epigenetici

Fattori che vengono trasmessi alla progenie, ma che non
sono direttamente attribuibili alla sequenza del DNA.

Metilazione del DNA;

Nelle cellule eucariotiche la metilazione € a carico della C.
In genere bersaglio della metilazione e la C della sequenza
5'CpG (circa il 3% delle C).

*Modificazioni degli istoni;

Acetilazioni, fosforilazioni e metilazioni, responsabili di
cambiamenti conformazionali della cromatina.

*Architettura del nucleo e territori cromosomici;



Le modificazioni della cromatina coinvolte nell” attivazione
dell’ espressione genica sono diverse

I M
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complex remodeled nucleosomes
histone chaperone

o I

TATA
gene activator protein
e
histone removal
histone chaperone

——— TRANSCRIPTION
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L

Figure 7-46 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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Il rimodellamento cambia

I’organizzazione dei nucleosomi

Scivolamento
dei nucleosomi
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cambia posizione

Modificazione
della spaziatura

La spaziatura
diventa uniforme

Spostamento
del
nucleosoma
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Interruzione
di DNA libero




La struttura della cromatina é stabile

La RNA polimerasi e i fattori
non possono accedere al DNA

»
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Gli ottameri di istoni
non possono accedere al DNA




Lo spostamento dei nucleosomi |
, € un processo attivo

Complesso di rimodellamento

L'ottamero € spostato W

ATP ——» ADP+P

4

| fattori e la RNA
polimerasi si legano

1)) 84




| complessi di rimodellamento ‘
si legano tramite attivatori

1 1l fattore sequenza-specifico si lega al DNA

J

21 complesso di rimodellamento si lega al sito
tramite il fattore

(Complesso
di rimodellamento

mw»

3 Il complesso di rimodellamento sposta
il nucleosoma

DDD_




Esistono diversi tipi di complessi di rimodellamento

Lievito

Mosca

Uomo

Rana

Tipo di complesso SWI/SNF

SWI/SNF
RSC

dSWI/SNF
(Brahma)

hSWI/SNF

ISW Altro

ISW1
ISW2

NURF
CHRAC
ACF

RSF NuRD
hACF/WCFR
hCHRAC

Mi-2




Meccanismi epigenetici: metilazione del DNA

La metilazione del DNA & un processo post-replicativo. L'estensione delle modificazioni riguardanti
la metilazione del DNA & fondamentalmente decisa durante lo sviluppo. La metilazione del DNA &
quindi uno dei meccanismi correlati con il differenziamento cellulare, tramite [linibizione

dell’espressione genica a livello trascrizionale.

Figura 17.5
Produzione di 5-metilcitosina nel DNA per azione dell’en-
zima DNA metilasi.

(gruppo metilico)

Desossiribosio Desossiribosio

Citosina (nel DNA) 5-metilcitosina (5mC)



Quali regioni sono bersaglio della metilazione?

*Nel genoma umano la frequenza della sequenza 5CpG é inferiore del 20% rispetto
all’atteso.

| geni dei vertebrati attivamente trascritti sono “marcati” al 5’ da “isole CpG”. In queste
regioni la frequenza di 5CpG € uguale a quella attesa nel DNA totale.

*Nel genoma umano il 56% dei geni sono associati a isole CpG: tutti i geni housekeeping ed
il 40% dei geni con espressione tessuto-specifica

*| geni tessuto-specifici sono metilati in CpG nei tessuti dove non sono espressi
(A)

D\/D\/mm T
RB1(177.1 kb)

(B)
CpG fHHMHHH-HAHH - HH A A A

DES (8.3 kb) W

APOE(&SW



METILAZIONE DEL DNA

Regola I'espressione genica -> la metilazione dei promotori inibisce I'espressione genica

gene regulatory general
proteins transcription factors
& oo — GENE
- . - ON
C———

LOSS OF GENE
REGULATORY PROTEINS

- —— — [OENE O
- = BUT LEAKY

NEW DNA METHYLATION

_ 9?99?91** —
N odéd0 N

BINDING OF PROTEINS
THAT RECOGNIZE METHYL C

GENE
COMPLETELY
OFF

How DNA methylation may help turn off genes. The binding of gene regulatory proteins
and general transcription factors near an active promoter prevents DNA methylation by
some unknown mechanism. If most of these sequence-specific DNA-binding proteins
dissociate, however, as generally occurs when a gene is turned off, the DNA becomes
methylated, which enables other proteins to bind, and these shut down the gene

completely.




Degree of methylation
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Cambiamenti della metilazione del DNA durante lo sviluppo dei mammiferi



Il mantenimento della
metilazione di CpG avviene
grazie a metilasi specifiche
che riconoscono, dopo la
duplicazione del DNA, le

sequenze emi-metilate (Dmt-1)

m
5— CpG — 3
3— GpC — 5
J Metilasi
m
5§— CpG —— 3
m
3—— GpC 5

J Duplicazione del DNA
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<--- GpC ---- 5
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3—— GpC — 5



methylated
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female mouse male mouse

L RN BOTH PARENTS EXPRESS A
imprinted allele ék_* THE SAME ALLELE OF GENE A Q‘ﬁ}
of gene A
- I— chromosome inherited —| m
from father m
\
expressed allele m
of gene A somatic cell somatic cell
| |
REMOVAL OF IMPRINTING IN GERM CELLS, FOLLOWED BY MEIOSIS
FEMALE IMPRINT ESTABLISHED MALE IMPRINT ESTABLISHED
EGGS SPERM
- N

B gg,_}

-

OFFSPRING DIFFER IN
THE ALLELE OF GENE A
THAT IS EXPRESSED

o (B
2l EIE;\?

somatic cell in offspring somatic cell in offspring

Figure 7-82 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



Meccanismi epigenetici: modificazioni degli istoni

| residui amminoacidici all’N-terminale di ciascun istone (20-60 residui) si
estendono al di fuori della superficie del nucleosoma.

Queste regioni sono particolarmente ricche in lisina (K) che pud essere
reversibilmente modificata mediante acetilazione, fosforilazione e

metilazione.




Le modificazioni delle code istoniche sono importanti per
I'assemblaggio di fattori di eterocromatinizzazione.

In lievito, le proteine SIR si legano
alla coda di H4 non acetilata

K Sir proteins \

heterochromatin euchromatin
(A)

Figure 4-47 part 1 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



Nelle cellule umane, la proteina HP1 si
lega alle code dellistone H3, metilato a livello della lisina 9

/ Sir proteins w

heterochromatin euchromatin
(A)

Fiaiire A—-A4A7 nart 1 of 2 Maolectiilar Rinloav of the Cell Ath Fdition



Covalent modification of histones

-N —terminal tails are covalently modified —
postraslational modifications
-Lys: acetylated and methylated,

. . H2A
ubiquinated H2A C-term K79 @
-Arg: methylated e H2BK123\

H3 Histone globular

-Ser, Thr — phosphorylated regions
-Modifications (except methylation) removes
positive charge => decreases electrostatic .
interactions between DNA and histones=>  ~ s

promotion decondesation of nucleosome @ mek
B PS

-Methylation => increases hydrophobicity => L

promotes condensation

Modified histone tails interact with chromatin associated nonhistone proteins =>
modulation of the gene accessibility



Modificazioni degli iIstoni H3 e H4

00 €0 ol ofe

H,N— A [R] T \KQTAR s|T e alkla P[R|K|la L AT[K A A Pess| H3
2 9 10 14 17 18

H,N —[s|a[R]Gc k|G Ga|k|G L G|K|G GA[KIR HR[K/[VL RD N I Q Geeeee H'SJENE
1 3 5 é 12 16 20

La lisina 9 di H3 (k9H3) puo essere sia acetilata che metilata.
L’acetilazione & associata alla cromatina trascrizionalmente Key Acetylation
attiva, ma se la regione cromatinica viene metilata a livello del

DNA (CpG), le proteine che si legano al DNA metilato

richiamano le deacetilasi istoniche, che rimuovono i gruppi Methylation
acetile e le metil transferasi istoniche, legate alle CpG binding

protein, metilano gli istoni. |l risultato € la condensazione della _
cromatina. @ Phosphorylation

Figure 10-1 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)



modification state
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Figure 4-44b Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)

“meaning”

heterochromatin formation,
gene silencing

gene expression

gene expression

silencing of Hox genes,
X chromosome inactivation



HAT and HD

* Actions of HDAC and
HAT complexes under
control of activating
and repressor
transcription factors

"HDAC

Repressor and HDAC bound:
Histones deacetylated

Activator binding recruitment of HAT:

complex Histones acetylated

‘: k .1‘;- J Eﬂ' 4‘; | i ’v "I |

Activator

MJL" Pol. Il ¢

Activator

Repressor binding; recruitment of HDAC:
Histones deacetylated

"HDAC

Repressor
Copyright © 2006 Pearson Prentice Hall, Inc.
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L'acetilazione degli istoni € associata al controllo
dell’espressione genica in interfase.

MeCP2 + Lysine
DNA methyl Sin 3/Histone  methyl _
transferase _ deactylase transferase Inactive
t £ ¢ L | ~ (condensed)
o ‘,_CH chromatin
3 S ?.;)_ 3
Active 7. @
(open) =iy S = CH,
chromatin =~ 7o) @
\ 'rr » y \ \ \ . CHa
Il grado di acetilazione degli istoni regola I’es‘gssione
genica.
Key Gli istoni acetilati hanno un’affinita ridotta per il DNA, quindi

— Acetyl tail | |3 cromatina & piu aperta.
La repressione delle sequenze CpG metilate nei promotori
é legata a due proteine che si legano a CpG metilati ed
attivano la deacetilazione degli istoni.

Figure 10-21 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)



GENE ACTIVATOR PROTEIN
BINDS TO CHROMATIN

chromatin remodeling
complex

-

CHROMATIN REMODELING

histone modification
enzymes

-+

COVALENT HISTONE MODIFICATION

other activator proteins

-+

ADDITIONAL ACTIVATOR PROTEINS
BOUND TO GENE REGULATORY REGION
Mediator

general transcription factors
RNA polymerase

ASSEMBLY OF PRE-INITIATION COMPLEX
AT THE PROMOTER

other gene activator proteins

rearrangement of proteins in the
pre-initiation complex

TRANSCRIPTION INITIATION

Figure 7-49 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)
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histone modifying
enzyme ("writer”)

gene regulatory protein complex
that represses gene expression

DEI MDD ]

code “reader” protein l

\\.'\\\\\\\\\\\\\\

2loJo ke lolo Lol ol

- ereerererer
DNA methyl-binding protein

Figure 7-81 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)


https://www.jove.com/it/embed/player?id=11538&t=1&s=1&fpv=1

a positive feedback

ds':_ Tl

o -
('. /"h::"f\ “oe o N
\..’ ~, ~ r -,
"ff ' \

Q.00

active gene

— positive feedback
transcriptional
rEpressors Lo - D

"\ .'\'-\('\

= o DR
‘O OF0-0'@-
Rt

transcriptional

silent gene

activators
i/"“._ \",-f:"\‘_
b - ’I ‘\\- \\\
repressors R ! T
4 ! o
m ’/ ". ‘\(kﬁ
histone @ histone
acetyl w— HATs co-repressor —#= H3K9 HaKg  —e PG n
-H3K9 deacet" L=/ methyln methyl

) X
N
L

~ activators

-
\.--,_\__\_-\

La metilazione delle CpG,
richniama delle CpG binding
protein che a loro volta, sono
associate a delle metil
transferasi istoniche in grado
di metilare gli istoni e delle
deacetilasi che rimuovono i
gruppi acetile. Il risultato € la
condensazione della
cromatina.



Esempi di complessi proteici coinvolti nella regolazione epigenetica
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Polycomb
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2 (pPRCZ) mimprint -
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Regolazione Epigenetica Integrata

Piu complessi proteici agiscono insieme in modo coordinato

DNA methylation
directing
histone methylation

C"pG C"pG C™pG

H3

Histone methylation
directing
DNA methylation

Cold Spring Harbor Laboratory Press
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1 genoma > “n” epigenomi ‘

Tutte le cellule di un organismo sono uguali perché hanno lo stesso genoma
Tuttavia, differiscono |’ una dall” altra perché hanno un epigenoma diverso
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TERRITORI CROMOSOMICI, ARCHITETTURA NUCLEARE E
REGOLAZIONE DELL'ESPRESSIONE GENICA NELLE CELLULE
DEl MAMMIFERI

10 pm

Figure 4-63 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



L ’architettura del nucleo interfasico e diversa in cellule diverse

homologous chromosomes
detected by hybridization
techniques

specially
marked

B GENE OFF
Figure 4-65 Molecular Biology of the S?e)l (© Garland Science 2008)

nuclear envelope

GENE ON



nuclear neighborhood nuclear neighborhood
for gene silencing for gene expression

—-
CELL
CHANGES
IN RESPONSE
TO SIGNALS

o

movement to different nuclear
nuclear envelope neighborhoods: genes A and C become

highly active and gene B becomes
silenced in heterochromatin

Figure 4-66 Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008)



a.Territorio Cromosomico (CT). Inserto: modello topologico di regolazione
genica.

Un loop gigante di cromatina con parecchi geni attivi (rossi) protrude dalla
superficie del CT nel compartimento interno cromatinico (IC).

b | CT contengono
separatamente i domini dei
bracci corti (p) e lunghi (q), e |
domini centromerici (*).
Inserto: in alto, geni
attivamente trascritti (bianco)
sono localizzati in loop
cromatinici lontani

dall’ eterocromatina
centromerica.

Basso, | avvicinamento degli
stessi geni

(nero) all’ eterocromatina
centromerica porta al loro
silenziamemto.

Nature Reviews | Genetic:



looped domain

The 30nm fiber is 5o nm
organized to loops b
that can be opened

up individually /

proteins forming chromosome scaffold

histone

modifying enzymes
chromatin

remodeling complexes
RNA polymerase

This allows individual genes v
and sets of genes to be high-level

: expression
accessed without a global of genes

in loop

unpacking of the chromosome

Figure 4-44. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.



CONTROLLO A DISTANZA DELL'ESPRESSIONE GENICA

La struttura della cromatina puo svolgere un controllo a
distanza sull’'espressione genica

‘EFFETTO DI POSIZIONE Ila vicinanza a regioni
eterocromatiche puo sopprimere I'espressione genica
presumibilmente per alterazione della struttura di un ampio
dominio cromatinico (distrofia facio-scapolo-omerale FSHD)

N° >11

= | IIIIIIIII NO FSHD

N° <11

o | II FSHD




Chromosome 4

11-100 units
Normal
allele
5 D4z4
C tdowms
FSHD ——— > {5 ——— 4A161

Normal —————{{l——— Other
allele haplotypes

All
haplotypes




An insulator may block heterochromatin

'/A\'/A\"A\'/A\'_ ORI

No transcription

An active insulator 1s a bamer to heterochromatin

SR /A\'IA\'.IA\?,\'IL\JIL\Y&WL\‘

Propagation Insulator  Promoter
center



Caratteristiche della cromatina trascrizionalmente attiva e di quella inattiva

caratterristica

Cconformazrone
adella cromatina

Metrlazrione de/
ONA

Acetrlazione
degli istons

Ccromatina attrva

Estesa, aperta

Poco metilata
specialmente
nelle regioni del
promotore
Istoni acetilati

Ccromatina
mattrva

Condensata

Metilata

Istoni nhon
acetilati




Controllo trascrizionale



REGOLAZIONE GENICAALIVELLO
TRASCRIZIONALE

LA REGOLAZIONE GENICA A LIVELLO TRASCRIZIONALE
AVVIENE ATTRAVERSO IL LEGAME DI FATTORI PROTEICI A
SEQUENZE NUCLEOTIDICHE DI REGOLAZIONE.

|  FATTORI PROTEICI IMPEGNATI A REGOLARE
LESPRESSIONE GENICA AGISCONO IN TRANS LEGANDOSI
ALLE SEQUENZE DI DNA CHE SONO IN PROSSIMITA’ DEL
GENE (IN CIS)



« L’ efficienza della trascrizione dipende anche dal legame di
proteine di regolazione, attivatrici e, in alcuni casi di
repressione, agli elementi prossimali.

« Altre sequenze di DNA, spesso molto distanti dal promotore,
sono ulteriormente implicate nella regolazione,
aumentandola (enhancer) o reprimendola (silencer).

Enhancer Regulator ~ Transcription ~RNA  Transcribed
protein factor polymerase region
Activator binding binding binding —
\/ / protein \ j RNA
& Regulator /9 [ 3/ olymerase II
protein / l l &8y POy

Y
NV N7 NN S 78 SN NG SN NN SN SN SNYNOSUSUSTN N/ S/NY AN
100 GC box  -80 CAAT box  -25 TATA box

g g g ﬁ ® 2001 Sinauer Associates, Inc.
- . . : ) romotore
Elementi distali Elementi prossimali basale



Gli attivatori trascrizionali sono proteine modulari
composte da distinti domini funzionali

Examples

- N NP Gala
N— NN - P C G

© = DNA-binding domain
Q = Activation domain

" = Flexible protein domain



Control of gene expression: transcription factors

Transcription factors are DNA binding proteins that bind to cis-acting elements in the
promoter. These cis-acting elements are oftentimes (but not always) short (6-10 bp)
palindromic sequences.

The binding of a transcription factor facilitates the recruitment of the TATA-binding
protein and the other components of the transcription initiation complex.

The transcription factors themselves are controlled by internal or external cues. They
may be present in the cystosol in an inactive state, and after becoming activated get
transferred to the nucleus.

There are several classes of transcription factors, including:

Helix-turn-helix transcription factors — two helices, one binding the minor groove of
the DNA, the other lying across it at an angle.
Leucine zippers — has a stretch of aa with leucine residues at every 7t position; the
zipper in one protein may interact with that of another to form a diner. The DNA is
bound by positively charged amino acids adjacent to the zippers.
Zinc fingers — these transcription factors contain a loop-forming stretch of aa that
binds Zn?*

Cys2/His2 fingers: Cys-X,4-Cys-Phe-X5-Leu-X,-His-X;-His

Cys2/Cys2 fingers: Cys-X,-Cys-X;3-Cys-X,-Cys



Come avviene
linterazione DNA-  Le proteine con DNA binding domains

proteine? hanno dei motivi particolari:

A) Motivo helix-turn-helix (elica-giro-elica), consiste di due o
eliche separate da un ripiegamento della catena polipeptidica.

una o elica di .
riconoscimento, che con le 3
catene laterali dei suoi
residui amminoacidici
riconosce specifiche
sequenze di DNA “00C
(posizionate nel solco Fatels N
maggiore) alle quali si lega
(leg. idrogeno). La
seconda o elica stabilizza
la conformazione

Ripiegamento

—DNA

(a) Motivo helix-turn-helix



N S
. »
Yo | C) Motivo Zinc finger (a dita di
1n @ E zinco), € constituito da una o elica
s | e da due segmenti a foglietti f3,
; % tenuti insieme da residui di
e cisteina o istidina, posti in modo
" e preciso, con un atomo di zinco . I

numero di zinc finger varia tra un
fattore di trascrizione e un altro.
Le strutture zinc finger protrudono
dalla superficie della proteina e
servono da punto di contatto con
specifiche sequenze di DNA
posizionate nel solco maggiore
della doppia elica.

(¢) Motivo zinc finger



D) Motivo leucine zipper (a
cerniera di leucine), € formato

Coiled call

dall'interazione di due catene o

polipeptidiche, ognuna |

contenente una o elica con @ é@ é}@ Resic

residui di leucina (a.a. (zioper)

idrofobico) regolarmente

spaziati. Le leucine, Coled fH;

iInteragendo tra di loro, _U
provocano un attorcigliamento ﬁ/,_J
delle due eliche. Il motivo e~ =<
utilizzato per unire due At \ZQ\
polipeptidi uguali o diversi. |l W e
legame al DNA e reso possibile
dalla presenza di due ulteriori
regioni ad a elica che
iInteragiscono con le sequenze
del solco maggiore.

(d) Motivo leucine zipper

Figura 21-25




~00C Elica di

mento
~00C

ae=—— DNA

(e) Motivo helix-loop-helix

riconosci-

E) Motivo helix-loop-helix
(elica-ansa-elica), consiste di
due o eliche una piu piccola e
una piu grande, separate da
un’ansa. | motivi helix-loop-
helix contengono regioni
idrofobiche che permettono di
connettere due polipeptidi
uguali o diversi. La formazione
di un fascio di 4 o eliche
provoca la giustapposizione
dell’elica di riconoscimento di
un polipeptide con quella
dell’altro, creando cosi un
dominio di legame al DNA
bipartito.




Weak NFAT Weak AP1 Cooperative binding
binding site binding site of NFAT and AP1

Figure 7-29
Molecular Cell Biology, Sixth Edition
© 2008 W.H.Freeman and Company



Methods by which a transcription factor can become activated

Figure 21.2 The activity ot a regulatory transcription factor may be controlled by syrthesis of protein, covalent
modification of protein, ligand binding, or binding of inhibitors that sequester the prctein or affect its ability to bind tc

DNA.

Inactve Conditon Active Condition Example
Protein synthesized
No protein % Q\ 3 Homeoproteins
Protein phosphorylatad

HSTF

SNONLRNON. %

Uk

Inactive protein

Protein dephosphorylated
Inactive protein Q: ; ‘;}
Ligand binding

SRUYPNON
T . ety recepto’s

nactive proten

Cleavace to release active factor
— i % e —— Sterol
e A —— /-_‘6.,;/% response
Membrane-bound protein

Release by inhibitor

Inactive protein Q NF-xB
Inhibitor

Change of partner

Inactive protein ( 3 % HLH
(MyoD/ID)

Inactive partner "‘




Enhancer e silencer

Una sequenza enhancer classica contiene al suo interno
parecchi elementi di controllo differenti, ognuno dei quali
e costituito da una corta sequenza di DNA che funziona
da sito di legame per uno specifico fattore di trascrizione
regolativo (attivatore).

Spesso i siti di legame possono essere gli stessi
presenti nelle sequenze prossimali.

| silencer sono meno abbondanti, legano fattori in grado
di ridurre I'efficienza di trascrizione (repressori).




Promotore

Enhancer core
M e
2| | [ |
DNA TATA Inr Gene

Attivatori I
@ Le proteine attivatrici legano il DNA
degli elementi di controllo
all'interno dell’enhancer ‘

o
IEIDE] P | e

Attivatori TFID

I DNA si curva, portando

i T e Coattivatorg . . .
gli attivatori in prossimita SWI/SNF: (proteine che rimodellano la cromatina) @)

del promotore core; Enhanceosoma S . .
TRD, incluss leprotdine HAT: (histon acetiltransferasi) B
coattivatrici, & nelle vicinanze D TFIID
e
2] | |

Gli attivatori interagiscono
con i coattivatori e stimolano
il rimodellamento della
cromatina e I'acetilazione
degli istoni

Gli attivatori legano

i coattivatori, aiutando
il posizionamento

di TFIID sul promotore

Attivatore
Coattivatore

Un grosso complesso multiproteico, detto mediatore funge da
ponte, legando sia le proteine attivatrici, associate
all’enhancer, sia la RNA pol., in modo da connettere gli
enhancer con i componenti coinvolti nell’inizio della

@ Si legano altri fattori generali
trascrizione genica.

della trascrizione e 'RNA
polimerasi; la trascrizione
puod iniziare

Trascrizione

Eicaura 24 .9



Promotori Pol 11

Gli enhancers possono essere localizzati a monte o a
valle, distanti anche piu di 50 kb dal sito d'inizio,

oppure negli introni
(8) Marmmallh gene — Promotore
distale TATA
Tl /T TITIT el [ 1) Tl
~10to-50kb “Woromotore™ Hito 1501

prossimale

(b) 8. aravisiag gane



(a)

Gli enhancer (E) sono degli elementi di sequenza cis-agenti che
intensificano la trascrizione indipendentemente orientamento (d

dalla distanza (e), e posizione (g)

Struttura dell'unita di trascrizione

P — P

Gene

—

-100 +1

+
0}

~200
E P a— e
) ——mp—— |
— 200 -100 +1 G
- P —
(¢) EEp— -
—1000 - 100 +1
F P —>
("
=200 -100 +1 G
P > E
© — e 4
-100 +1 G

Livello relativo della trascriziocne

++ + +

+ 4+ + +

+ 4+ 4+ +

+++ +



Physical vs functional TFBS

A functional binding site depends on context!

& Afunctional binding site requires a cellular context

...but binding proteins are
present only in 2 cell types!

One binding site,
five cell types...

-> no functional binding site
in the other 3 cell types!

...biological function
may require additional
binding sites!

Even when
binding proteins
are present...

Transcriptional function is defined by the cellular and genomic context



Transcriptional modules

A transcriptional module is the smallest functional unit

A transcriptional module consists of two or more TFBSs
Strand orientation, relative order and distance of TFBSs are important
A module also has a strand orientation and can shift within a promoter

Transcriptional modules are present in promoters and enhancers

»

Transcriptional modules integrate signals via the interacting TFs



Transcriptional modules

Promoter modules can work in three different ways

Synergistic Antagonistic Synergistic
[“Short range module” | “Composite “Short range module”! | “Looping module” I
distance < 50 bp elements” distance < 50 bp distance up to 300bp

Binding  High/ Low High / Low High / Low High / High
Affinity: s possible Is possible Is possible only



Transcriptional modules

Transcriptional modules define target genes of pathways

@® NFkappaB is involved in regulation of target genes of several pathways

NFkB CREB NFkB C/EBP
CREB C/EBP

/ |c M-1
-2 IRF-1
__ 7N, F ppa
\\\
Induced by 2 pathifl\sa_xlsd C C //( FkappaB c

NFKBIRF-1  EAA HLA-B E-Selectin  IL-1  NFkB NFkB

m @

Modules are the basic elements of regulatory pathways and networks

€ SAA-2
€
¢ G-CSF



Activators stimulate the highly
cooperative assembly of initiation
complexes

Binding sites for activators that control transcription of the mouse TTR gene

Enhancer Promoter-proximal region
AL A
4 N N TATA
-1.96 kb -1.86 —200 bp -100 box

A000 7O OO0




Model for cooperative assembly of an
activated transcription-initiation complex in the
T'TR promoter

Enhancer Promoter-proximal regnon TATA box TITR gene
//
C/EBP
& TFIIA
TFIB TFID Pol I

HNF1
HNF3 .~. ‘

HNF4 ~AD Co-activators

TFIIF TFIIE TFIIH Srb/Medlator
3
\ ~ 4 e
Activators 1.7 kb loop General transcription factors

QIONA

Enhancer

» ' __—— DNA-binding
domain

AD—— \
Activation
domain

Promoter-
proximal
region



Transcriptional modules

Context dependent expression by different protein complexes

Same lock — different keys: Same gene - different biological context



Elementi Promotore

di controllo core
N p A N
DNA z S Jisv3 | | LA PSR |
Gene dell’albumina
! 1 |
(a) Nucleo della cellula di fegato (b) Nucleo della cellula di cervello
\
Fattori 6
¢ di trascrizione A
P regolativi

>

O OO *Sﬁ:zrsicrizione O O
O O J generali O

RNA
polimerasi

Complesso
trascrizionale
~ A
A DNA - {
= Trascritto di RNA =)
Trascrizione del gene dell’albumina Trascrizione del gene dell’albumina
ad un livello alto ad un livello molto basso (basale)

Fiaura 21-24



Figure 21.19
Coactivators may have

. Coactivators
HAT activities that | /" Basal apparatus I
acetylate the tails of | Transcription factor v PCAF < M
nucleosomal histones. \\/ \/

CPB/p300

<
PN

7
Basal apparatus /-




Repressors interfere directly with
transcription initiation in several ways

(a) Competitive binding with activator
— Activation surface

Activator g
S Repraessor
R |

\\ TATA
Binding site for activator / Binding site for repressor

(b) Interaction with activation domain of bound activator

N v .

‘7—’ e TATA
Binding site for activator  Binding site for repressor

(c} Interaction with general transcription factors

Binding site for repressor Bmdlng snte for actlvator

17

TFIID—

TATA



Repressori e attivatori, grazie a co-attivatori/co-
repressori, dirigono quindi la
deacetilazione/acetilazione degli istoni a livello di
specifici geni

{a) Repressor-directed histone deacetylation

Importanza della struttura modulare
P . e delle interazioni proteina-proteina

Rpd3 ‘\, Deacetylation
Sin3 [ of histone
N-terminal tails

\ /K P

Histone - ( ) \
octomer )

{b) Activator-directed histone hyperacetylation
¥ Gena i Nt rminal tails

£ fw'*fw{&f‘%m? j 12

,r’
Um

——r,

- ey . Hyperacetylation
/’ \. of h istone

>
cZZ P

‘:»
)>
(\-'\"
Zao
>
ALEE
0
>>>



Controllo trascrizionale coordinato di geni vicini

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. Permission required for reproduction or display.

Polypeptide chain (j,)

Hemoglobin
Molecule

Polypeptide
chain (8,)

Polypeptide chain (a,) chain (a,)



Emoglobina embrionale: 2 catene £ combinate con
(sacco vitellino) - 2 catene y (Hb Portland, C,y,)
- 2 catene ¢ (Hb Gower, {,¢,)

Emoglobina fetale: 2 catene o combinate con
(fegato embrionale) 2 catene y (HDbF, oy,)
Emoglobina adulta: 2 catene o combinate con
(midollo osseo) - 2 catene (3 (HbA, a,[3,)

- 2 catene 6 (HbA2, a,0,)



Site of  Call
anthro- typs

poiesis

L I
7T 7T 77T

Parcantage of totd
glokin synthasis

e
o
|

O Megaloblast ®Macrocyte ® Normocyte
Liver » Bone marrow
"Yolk sac Spleen

a

|

—— et

|
6 12

| | | I
18 26 320 36

Post-conceptual age (waeks)

|
Birth

[
6

|
12

| I I |

18 24 30 36 42 48

Postnatal age (weeks)



The genes encoding hemoglobin occur in two
clusters on two separate chromosomes

* The a—globin cluster contains three functional
genes that spans 28 kb on chromosome 16

1
(a) a-globin genes on human chromosome 16

kb o+ I+ r r 1 1 I & 1 1 1 | |

30 20 10 0
LCR C vl  wyol o2 ol

I}
[

01‘
/) a— — — am—— —

wu Expressed genes  , Pseudogenes
Fig. 9.20 a



The genes encoding hemoglobin occur in two
clusters on two separate chromosomes

* The B-globin cluster contains five functional
genes and two pseudogenes spanning 50 kb on
chromosome 11

(b) B-globin genes on human chromosome 11

LCR B2 € Gy Ay vypt S B
1, _ —_— e e —_— — —
kb LLL L 0t i
60 50 40 30 20 10 0
wu Expressed genes ., Pseudogenes Fig. 9.20



The succession of genes in each cluster correlates
with the sequence of expression during development

* o — globin cluster
— ¢ during the first five weeks of embryonic life
— Two a chains during fetal and adult life

* B — globin cluster
— e during first five weeks of embryonic life

— Two y chains during fetal life (presenza di
polimorfismo in posizione 136 (glicina/alanina)

— B and o within a few months of birth



Locus control region (LCR) turns genes on and offt

« LCR associates with specialized DNA binding proteins at 5° end of each
gene cluster, bending chromosome back on itself to turn genes on and off

(c) Mutant deleted form of (3-globin locus

- — W e e

-
/— \ ‘s—\s
~
-
-~

LCR yp2 ¢ Gy Ay yp1 o B
3-0 deletion

wu Expressed genes  , Pseudogenes
« Example where adult 3-globin genes are removed

— LCR cannot switch from activating fetal genes to activating
adult genes

— Fetal genes remain active in adult



Embryonic DNA

Fetal DNA

Adult DNA

COMPETIZIONE

I'espressione di alcuni geni (geni umani delle globine) € coordinata da una regione di
controllo dominante LCR localizzata a monte dei geni delle globine

R R A 2/ T B
/\-b > A I
LCR i i i [ 3
P Gy AY Vg 5 % B
—p = )

LCR B . i I 3
vg oy B

: oy A ‘N-»

LCR L A L L 3

Figure 10-23 part 2 of 2 Human Molecular Genetics, 3/e. (@ Garland Science 2004)



€-e, Emoglobina Embrionale (espressione nel sacco vitellino)

oY, HbF Emoglobina fetale (espressione nel fegato e nella milza)

a0, HbA, Emoglobina dell’adulto
0.5} HbA

0 10 20 30 40 50 60 70 kb
Le LCR funzionano da enhancer per la trascrizione dei geni globinici

HS-40 = Ve Ve Va 22 % 2, 5.Globin
:EI/ = Bl .. ster
HSI: HS3 HS2 LA iY» i ﬂ —8> E» B-Globin
B — - AL M - n- -

ey n cluster
| foa] '

Altri siti ipersensibili nella regione dei promotori dei singoli geni ->
specificita dello stadio di sviluppo.

Siti ipersensibili del fegato fetale

Siti ipersensibili a DNAsiI |
Eritroide-specifici (enhancer) Siti ipersensibili nel midollo osseo adulto

Figure 10-23 part 1 of 2 Human Molecular Genetics, 3/e. (@ Garland Science 2004)



Come viene coordinata I'espressione di geni fisicamente separati?

Gli eucarioti utilizzano sequenze di controllo sul DNA,
chiamate elementi responsivi. Questi possono funzionare
sia come elementi di controllo prossimali, sia come
componenti degli enhancer.La presenza dello stesso
elemento responsivo in prossimita di geni diversi ne
permette il controllo simultaneo.

La regolazione della trascrizione in risposta a stimoli
extra-cellulari determina [l'attivazione specifica di un
fattore di trascrizione ed il suo legame agli elemenii
responsivi

1) SEGNALI LIPOSOLUBILI
2) SEGNALI PROTEICI



Una classe di fattori trascrizionali coinvolti nella
regolazione genica coordinata: i recettori nuclearsi

1 553 Estrogen receptor (ER)
1 946 Progesterone receptor (PR)
1 777 Glucocorticoid receptor (GR)
1 408 Thyroid hormone receptor (TR)
1 432 Retinoic acid receptor (RAR)
H,N— — COOH General primary structure
A Vi X
Variable region DNA binding Hormone-binding

(=100-500 aa) domain (=68 aa) domain {=225-285 aa)

Amino acid

identity 0 42-94% 15-57%

Fattori di trascrizione inducibili da ormoni steroidei (progesterone, estrogeno,
testosterone, glucocorticoidi)

Si legano a recettori citoplasmatici o nucleari. | recettori presentano due domini conservati

a) dominio di legame con il DNA (68 aa) ( zinc finger)

b) dominio di legame con il ligando (240 aa).



Response elements are DNA sites that
bind several major nuclear receptors

—_—

5 AGAACA(N), TGTTCT 3’
3’ TCTTGT(N); ACAAGA &'

it ats

(a) GRE

5 AGGTCA(N); TGACCT 3’

(b) ERE
3" TCCAGT(N); ACTGGA &’
<

_ —

5 AGGTCA(N), AGGTCA 3’

(c) VDRE
3" TCCAGT(N); TCCAGT %’

—_— —

5" AGGTCA(N), AGGTCA 3’

(d) TRE
3" TCCAGT(N), TCCAGT %’

> >
5" AGGTCAI(N); AGGTCA 3’

(e) RARE
3’ TCCAGT(N); TCCAGT 5’



Model of hormone-dependent gene
activation by the glucocorticoid receptor

Exterior

Hormone

Response
element

In assenza di stimolo il recettore e inattivato mediante il legame con
una proteina di inibizione (HSP90)



Polypeptide hormones signal
phosphorylation of some transcription

factors

Cytoplasm

Extracellular space

JAK
IFNY receptor (inactive)
Nuclear Bucicus
IFNy pore
P ~ LSS
P == 4 —,
e
Stat1a dimer
{active)
B
[ Response
element
b 5 v ADP
SIAK %’*— ATP
(active)
Statlo
(inactive)

membrane

Model of IFNy-mediated
gene activation by
phosphorylation and
dimerization of Stat1a



Controllo post-trascrizionale



L'uso di promotori alternativi, di splicing alternativi, di poliadenilazioni
alternative e di editing, pud dare luogo a isoforme diverse con proprieta
differenti quali :

*Isoforme tessuto-specifiche. Gene DMD presenta otto promotori diversi a seconda del
tessuto, che danno origine a 8 diverse proteine

*|Isoforme stadio di sviluppo specifiche
s|soforme transmembrana o solubili
*Diversa localizzazione cellulare

*Funzione cambiata -> isoforme di fattori trascrizionali che agiscono da attivatori o
repressori a seconda dei domini contenuti

Lo splicing alternativo e controllato da proteine che si legano alle molecole di pre-
MRNA e fanno in modo che alcuni siti di splicing non vengano utilizzati e altri siano
invece attivati.



oL Promotori alternativi:

e Il gene della distrofina

C M P Ri CNS S w G

rr I—' 1 ﬁa P 1 ri Jr? L
0 500 1000 1500 " 2000 ° 2500

cCit M P1 2 10 15 20R130 40 CNS1 45 50 555160
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Dp427 Dp260 Dp140 Dp116 Dp71
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*Diverso stadio di sviluppo

*Differente localizzazione sub-cellulare

sregolazione genica sesso-specifica

Figure 10-14 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)



Splicing alternativo

(A) Singola modalita di splicing /

d 0

| 2 3 1 2 3
Pre-mRNA =~ — — - \/"
O\

e

)

-

I 2 1‘5‘:?
(B) Splicing alternativo %ﬁ

Pre-mRNA -i-‘i'a-
\_ & 2

Figura 10.19 L'idea che ciascun pre-mRN A segua una singola modalita di splicing si & dimostrata sbagliata con la scoperta del
lo splicing alternativo.

it

— - amew FOr €xample, exons can be extended or shortened, skipped or
% rsks  INcluded, and introns can be removed or retained in the mRNA



Splicing alternativo

splicing alternativo, tessuto-specifico degli mRNA delle fibronectine

EllIB EIlIA
| |
Fibronectin gene N -
Fibroblast 5 _-- " _" —
fibronectin mRNA 28T
epatocyte B Pl BN AN jo-———3
bronectin mRNA




Splicing Alternativo e promotori multipli

(A) Retained intron

(E) Multiple poly(A) sites

(B) Competing 5’ splice sites

(F) Cassette exons

(C) Competing 3’ splice sites @
i : (G) Mutually exclusive exons

(D) Multiple promotors

PIA Plb
Elb

Figure 10-15 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)
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Splicing alternativo delle tropomiosine

Primary RNA
transcript for

tropomyosin:

11 exons

Skeletal muscle:
missing exon 2

Smooth muscle:
missing exons 3 and 10

Fibroblast: missing
exons 2, 3, and 10

Liver: missing
exons 2, 3,7, and 10

Brain: missing
exons 2, 3, 10, and 11

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Il B I = I I Il Nl E O
ey N
Exons Introns
Initially processed mRNA transcripts
Il @ EENEE B B B B B B B B
"IN I T BN O O W T e
Il @ EEENEE B I Bl B EaEE
Il NI I I Nl B EaEE
I RN I I B BN B

2001 Sinauer Associates, Inc.



Polyadenilazione e splicing alternativi

Figura 17.14

Poliadenilazione alternativa e splicing alternativo per la formazione di prodotti tessuto-specifici del gene umano della
calcitonina, CALC. Nella ghiandola tiroide viene prodotta la calcitonina, mentre in alcuni neuroni viene prodotto il CGRP
(peptide correlato al gene della calcitonina).

Gene della
calcitonina
Tiroide Trascrizione con Cellule neuronali
poliadenilazione
Pre-mRNA alternativa
1 2 3 4 1 2 3 B 5
e —
Cappuccio Coda di poli(A) ~ Cappuccio Coda di poli (A)
Splicing alternativo
per la produzione
di mRNA
12 3 4 123 5
mRNA FI—AAA F_AAA
Cappuccio Cappuccio
Traduzione per la
produzione di

Taglio post-
traduzionale

Polipeptide , ’

Calcitonina CGRP

Y

polipeptidi precursori
Polipeptide (pre-ormoni)
precursore



RNA editing: il gene ApoB

CAA TAA
1] i N | # ’
ApoB & 1] H—-HH H“‘_ 3
gene Exon 26
altera la sequenza dei pre-mRNAs
LIVER 6666 6666 INTESTINE
5’ CAA UAA AAAA..A, 3 CAA —— AAAALA, 3
C—U ﬁ RNA editing
Translation UAA L AAAALA, 3
ﬂ' Translation
1 2152 2153 2152
NH, | [ ] COOH —— Protein
ApoB100 ApoB48

Figure 10-17 Human Molecular Genetics, 3/e. (© Garland Science 2004)




Gene del Tumore di Wilms: sono possibili 24 isoforme grazie a tre diversi codoni
di inizio nell’esone 1, un RNA editing U-->C, nell’esone 6 e due splicing alternativi,
Una omissione variabile (skipping) dell’esone 5 e una variazione di lunghezza dell’
esone 9 dovuta alla competizione di un sito di splicing 5°. (3X2X2X2)

(A) WT1
U ZF ZF ZF ZF
CUG AUG AUG v 1 2 3 4
1 2 7 8 9\/ 10
(B) Dscam
Exon 4 Exon 6 Exon 9 Exon 17

lg domain Ig domain Ig domain TM domain
12 variants 48 variants 33 variants 2 variants

Gene Dscam di drosofila: sono possibili 38.016 isoforme (12X48X33X2) selezionando
Varianti mutualmente escusive da ciascuno degli esono 4, 6 e 9.

s 10 12 Llhiianam AAAalasmiilar FPanablian Nfa 1A fadand Calanmans DANAAN



2 Segnale di taglio e poliadenilazione

ottimale
DNA
esone esone
T 1 codone di stop T
[ @ | @
l 2 codone di stop

1 Segnale di taglio e poliadenilazione
subottimale

I @ [T @ T AAAAAAAAAA
ENTTT@ T AAAAAAAAAA

proteina
T Peptide terminale idrofobico

Linfocita B

Non stimolato

bassa concentrazione di CPSF

<

Ab transmembrana

Ab secreto

I —

\
Stimolato

Alta concentrazione di
CPSF

CPSF

QO
RNA

I @ | AAAAAAAAAA

N @ ] AAAAAAAAAA

proteina
. Peptide terminale idrofilico



Regolazione del processamento dell’ mRNA:

la proteina U1A inibisce la poliadenilazione
del suo stesso pre-mRNA

U1A-binding sites

Poly(A) signal i
Y(\) g Poly(A) site

AUUAAA G/U o 3
U1A pre-mRNA




A model for hnRNP-mediated export of
MRBNASs from the nucleus

(a) mRNA
mRNP
complex
CBC
Nucleoplasm
Nuclear
envelope
Cytosol NPC
(b} Nucleus restricted
hnRNP proteins
9
LA
(c) Shuttling
' ' hnRNP proteins
' ' ‘ transported back
' to nucleus

Ran GAP

e
"—W Exchange of I I ! I k I j
hnRNP and

cytoplasmic PABP mRNl"
mRNP proteins proteins



La stabilita dell’ mRNA citoplasmatico &
variabile

Half-Lives of Messenger RNAs

o MRNAPIMETIVERY: osmnon:

Cell Generation Range Known for
Cell Time Average Individual Cases
Escherichia coli 20-60 min 3-3 min 2-10 min
Saccharomyces 3h 22 min 4-40 min
cerevisiae (veast)
Cultured human or 1624 h 10 h 30 min or less (histone and
rodent cells c-nmyc mRNAs)

{.3-24 h (specific mRNAs of
cultured cells)

*For information on specific mRNA half-lives for E. coli, see A. Hirashima, G. Childs, and M. Inouye, 1973, J. Mol. Biol. 119:

373; for yeast, see L.-L. Chia and C. McLaughlin, 1979, Mol. Gen. Genet. 170:137; and for mammalian cells, see M. M. Harpold,
M. Wilson, and J. E. Darnell, 1981, Mol. Cell Biol. 1:188.



The destabilizing effect of AUUUA
sequences on mMRNA half-life (t;)

B-globin gene
ty,=>10h
3' GMCSF /Il 3' GMCSF
sequence with sequence with G/C
AUUUA repeat residues substituted

for A/U residues

i

ty,=1-2 h ty,=10 h



Sono state evidenziate numerose sequenze di regolazione allinterno delle
sequenze non tradotte (5 e 3 UTR). Esistono proteine che legandosi a

specifiche sequenze di
traduzionale

~U=A

U-U-A

RNA controllano I'espressione genica a

Elemento IRE

livello



La velocita di degradazione di alcuni mRNA
eucariotici e regolata

Regolazione Ferro-dipendente della stabilita dell’ mRNA del recettore della transferrina

IREs
Coding region m ﬂ?/ AU-rich region
TfR mRNA{ ; A, 5\ ) o
High iron \ f \
“ Degraded
IRE-BP (lnactlve) fragments
+Fe T~ D -Fe
(Active)
Low iron
i ; ; ; i ; g : Little
E An degradation

Una proteina in gradi di legarsi a IRE (IRE-BP) regola la produzione della
transferrina. Essa in presenza di basse concentrazioni di ferro si lega agli elementi
di risposta al ferro (IRE) che si trovano nella regione non tradotta al 3, impedendo

la degradazione dellmRNA



Ferro basso

Recettore

per la IRE
transferrina Proteina

che lega
I'IRE attiva

3’

Ribosoma

AAA

Codon di inizio Codon di stop
mRNA per

il recettore
della Enzima

transferrina degradati_v‘

La proteina si lega all'lRE;
I’'mRNA & protetto; elevata sintesi
del recettore per la transferrina

Ferro alto
@ Protelna @
@ ' che lega
I'IRE inattiva
O 34
[ T W IAAA
Codon di inizio Codon di stop IRE

Enzima T‘ ‘
degradativ

La proteina non puo legarsi all'lRE;
I'mRNA & degradato; bassa sintesi
del recettore per la transferrina

| - . Y B .V |



Controllo traduzionale



Translation of some mRNAs is regulated by specific
RNA-binding proteins

Iron-dependent regulation of translation of ferritin mRNA

IREs
m Coding region COOH
Ferritin mBRNA 5' { - | A, HAN
High iron -
IRE-BP (Inactive) -
e -re
\Q Translated
ferritin
(Active) v
q ? g ? Low iron ;
[ No translation
? ' - An // initiation

La proteina che si lega a IRE (IRE-BP) inibisce la produzione della catena pesante
della ferritina legandosi agli elementi di risposta al ferro (IRE) che si trovano nelle
regioni non tradotte al &’



Controllo post-
trascrizionale/traduzionale
da parte del piccoli ncRNA



Genesi dei microRNA:

Sequenze di RNA che
possono formare strutture
a "forcina per capelli’
(hairpin loop)

Producono un pri-miR

Il Pri-miR viene
processato da un
complesso nucleasico:
DROSHA, PASHA

Si genera un pre-miR

Il pre-miR viene esportato
dal nucleo al citoplasma
da

esportina 5/RAN




o &

MIiRNA transcription and maturation

. Nuclear gene to primary-

MiRNA

. Cleavage to miRNA

ﬁlrecursor by Drosha Rnase

. Transported to cytoplasm

by Ran-GTP/Exportin 5
Loop cut by DICE

. *duplex is short-lived and

cut by helicase to single
strand RNA forming RNA-
iInduced silencing complex
(RISC)/ma&urati n

adri et al
2009

Protein-coding gene MicroRNA gene

Pol 1l Transcription

Pre-miRNA ?

Pol Il Transcription l of pri-miRNA

“ rosha'
‘ DGCRS ﬁ
MGppG AAAA

Pri-miRNA
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NUCLEUS

e

CYTOPLASM

é P Dicer' |mIRNA-miRNA* duplex |
‘oqs/TRBP
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—LLL L

‘ 'lﬁ ISC assembly |

Translational
Repression

\ [RNA cleavage
\ i
T T

<

mRNA
Perfect Complementarity

<
mRNA : ;
Imperfect Complementarity



siRNA mediated
Nucleus Primary miRNA degradatiOn Of

transcript

(pri-miRNA) mRN A

Cytoplasm

N)Arosha—Pasha complex
vVersus

Antisense Viral Exportin- 5 Precursor miRNA

transcription infection  Transfection anGTP (pre-miRNA) mlRN A
\ l / Nuclear pore .
mediated
dsRNA . e o
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- translation
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15925505?dopt=Citation

Extent of Complementarity Determines
Whether miRNA Gives Cleavage or
Repression of Target mMRNA

 With perfect or near-perfect
complementarity, miRNA can act like

siRNA, giving cleavage of target Fig. 16.45
(a)| Dicer
» This pathway operates extensively in 5 T 3 miRNA
plants, less so in animals Base-pairing with
target mRNA

(b) Imperfect base-pairing
with 3"-UTR of
mRNA (animals)

(d) Perfect or near-perfect

base-pairing with middle
of mRNA (plants and
certain examples

in animals)
. /? miRNA o MIRNA
Cap—| } ﬂTTOT: \ An Cap—l |_ An
(c) Translation (e) mRNA
block cleavage
&0
Cap—{ }fHHlii An Cap—| | l ]—An

G



MIRNA Binding

Bulges

miRNA seed %

miRNA
mRNA target 3’

The MRE is known as

Hairpin is more stable the “miRNA recognition

than a simple bulge element.” This is simply
the sequence in the

target that an miRNA
binds to



Possible Mechanisms of

Translation Inhibition by miIRNA

@

: nu AAAA .

Q’M’

Compete for cap binding \
AUG

Ribosome dropoff

Carthew and Sontheimer, Cell (2009) 136, 642-655.



miRNA Expression Results in Temporal and
Spatial Reciprocity with Target Expression

a Temporal reciprocity b Spatial reciprocity

Ti t
argets PN @

A, miRNA

Expression level



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17506695?dopt=Citation

Thousands of microRNAs act in multiple
biological events

= Developmental ) Differentiation Aging
timing \/ |
Apoptosis Metabolism
[l

~— a Cell fate/differentiation, Cell cycle...




ALTERATIONS OF NONCODING RNAS ARE FOUND IN
EVERY TYPE OF HUMAN DISEASE

_"_:(_!J_f i.J _l_rl‘_
expression

NMIRNAS & 1C neart 4 - e
_.UJI-JJJ \ ,lJ-,J neait IJJ(J'(:J‘JJIJ(J‘JJJJEJ

,Iﬂi—zr‘rlra' -d L -
- - 4 - - ~dal~Tad b p o
e Specific for

SCNIZopnrenia

MIKNAS
and immunity

(Calin et al, PNAS 2002; Lu et al, Nature, 2005; Landgraf et al, Cell 2007; Perkins et al Genome Biol 2007; Hansen et al PLoS
ONE, 2007; Beveridge et al, Hum Molec Genet 2008, Baltimore D, Nat Immunol 2008; van Rooij, Trends Genet, 2008 )



http://webinar.sciencecareers.org/miRNA/lobby.html

Osteogenesis Osteogenesis Osteonectin

Runx?2 . |
/} /\ Runx2 Sath? \/mlfi-29a

Hoxa?2 Hdac5 -I_ Dkk1
. Kremen2
miR-23a Sfrp2
miR-27a (Wit
& | ‘ | I miR-24-2 A
miR-3960 miR-2861 Wnt

(a) (b) (c)



Profibrotic
miR-199
miR-34a

’ Liver Injury
—_—

;I—

T miR-33a t miR-181a
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]
-
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tmiR-221 tmiR- 27
'miIR-33a tmIR-181

miR-29

miR-150
miR-200
miR-19b
miR-195
miR-15

miR-122



mMiRNA Models/site of action Function Target genes  Reference

miR-200c HCV-infected liver (human) 1 cSrc signaling cascade FAP-1 (51)

miR-34a DMN-induced, CCl,-treated, 1 Proliferation RXRa, ACSL1, (52,53)

ethanol-mediated ALD (human, mouse) CASP2, SIRT1

miR-21 PDGF-BB induced HSC, HCV-infected 1 TGFp signaling PTEN, Smad7 (54,55)
liver, CCl,-treated (human)

miR-181a/b TGFp1-induced HSCs (human, rat) 1 Cell cycle and proliferation p27 (57)




Table 2 Antifibrotic miRNAs

miRNA Models/site of action

Function

Target genes Reference

miR-29 IFNo & TGFB1 stimulated HSC
(human, mouse)

miR-150 Activated HSC, NASH (rat, human)

miR-132 Activated HSC from CCl,-treated,
and BDL-livers (mouse)
miR-122 NASH,ALD (human)

miR-335 Activated HSC (rat)

miR-101 Activated HSC from CCl,-treated
(mouse)

miR-107/ HCV (human)

miR-449a

miR-200a/b TGFp-induced HSC, CCl,-treated
(mouse, rat, human)

miR-126 Activated HSC(rat)

miR-483 HSC, CCl,-treated (mouse)

miR-195 Activated HSC (human)

miR-15b/16  Activated HSC (rat)

miR-133 TGFp-treated HSC (mouse, human)

miR-146a CCl,-treated, TGF-p1-treated HSCs
(rat)

miR-19b Activated HSC (rat, human)

| ECM synthesis

| Activation and proliferation in
HSC

| PPARYy transcription

| Proliferation and activation of
HSCs

| Cell migration
| TGF, signaling, apoptosis

| NF«kB transcription

| TGFp dependent EMT,
proliferation

| Migration of HSC

| TGFpB-induced PDGFf} and
TIMP2 expression

| Cell proliferation

1 Apoptosis

1 ECM secretion

| Proliferation of HSC

| Fibrotic TGF-f signaling

FBN1, ELN1, MMP2, ITGB1, (59)
Col1al, Col1a2, Col4a5, Col5a3

c-myb, Col4A4, Sp1 (60)
MeCP2 61)
P4HA1 (62)
TNC (63)
CTGF, TSP-1, KLF6 (64)
YKL40, NOTCH-1 (65)
ZEB1/2, TGFp2, [-catenin (66,67)
CRK (68)
Socs3 (69)
CyclinE1 (70)
Bcl-2 (48)
Col1A1 (71)
SMAD4 (72)
TGF-pRIl (43)




