Dal DNA all’'/RNA

La trascrizione nei procarioti e negli eucarioti
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Principali “tipi” di RNA

RNA messaggero (mRNA): porta I'informazione per la
sintesi delle proteine

RNA ribosomali (rRNA): costituiscono insieme a specifiche
proteine i macchinari su cui avviene la sintesi proteica

RNA transfer (tRNA): necessari per tradurre I'informazione
contenuta nell’mRNA in proteine



RNA polimerasi
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La trascrizione nei procarioti



Appositi segnali sul DNA indicano alla RNA polimerasi dove
cominciare e dove finire
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La direzione di trascrizione puo variare da gene a gene

trascritti di RNA
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Regolazione della trascrizione

Oltre al promotore esistono sequenze regolatrici del DNA
per “accendere e spegnere” i geni

Le sequenze regolatrici non agiscono da sole ma sono
efficaci se riconosciute dalle proteine regolatrici dei geni

Le proteine regolatrici dei geni possono agire come
repressori o come attivatori dei geni

Nei batteri esistono geni espressi in modo coordinato,

trascritti in un unico mRNA, che costituiscono un operone
promotore
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| geni si possono attivare e disattivare tramite appositi
repressori ...

promotore
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Operone triptofano: geni che codificano per enzimi necessari
alla sintesi dellamminoacido triptofano
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oppure sia con attivatori che con repressori
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La trascrizione negli eucarioti



Le cellule eucariotiche hanno tre diverse RNA polimerasi:
| (rRNA piu grandi)- Il (MRNA e molti piccoli RNA)- Il (tRNA
ed altri piccoli RNA)

| geni che codificano per proteine sono tutti trascritti dalla
RNA polimerasi Il (in RNA messaggeri, mRNA)

Le polimerasi eucariotiche, per poter cominciare a
trascrivere hanno bisogno di fattori generici di trascrizione,
che si legano con le polimerasi alle regioni promotrici

Le proteine regolatrici dei geni (repressori o attivatori)
possono influenzare l'inizio della trascrizione pur essendo
legate al DNA in posizione molto distante dal promotore

L'inizio della trascrizione negli eucarioti e necessariamente
influenzata dall’'organizzazione del DNA in nucleosomi,
ovvero dalla compattezza della cromatina



ATAbox ,_.‘“” | fattore generico TFIID si lega ad una breve

@ | sequenza di DNA a doppio filamento riccain T ed A
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Quindi anche altri fattori si associano e la RNA
© B polimerasi ll, formando cosi il complesso di inizio

CTP, GTP

},UTP,ATP della trascrizione

Il fattore generico di trascrizione TFIIH catalizza
I'apporto di gruppi fosfato alla RNA polimerasi che
I puo cosi sganciarsi dall’insieme dei fattori di
TRASCRIZIONE trascrizione ed avviare la trascrizione vera e propria




In vitro la RNA polimerasi, associata ai suoi fattori generici,
da inizio alla trascrizione ma nella cellula quasi tutti i
promotori eucariotici richiedono anche attivatori per
promuovere |'attacco della polimerasi e dei fattori di

trascrizione al DNA
Tali attivatori sono detti intensificatori (enhancers)

g proteina attivatore
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L TATA box ' -
in_tensificatore SI LEGANO | FATTORI punto di ini;i_o
(sito gh Iegame GENERICI DI TRASCRIZIONE, della trascrizione
per proteina attivatore) IL MEDIATORE
E LA RNA POLIMERASI

Spesso intervengono
/%:?\ altre molecole come
I mediatorem il complesso
L\ mediatore

\ RNA polimerasi Il

LA TRASCRIZIONE INIZIA



L'inizio della trascrizione negli eucarioti deve tener conto
del forte impacchettamento del DNA nella cromatina
Negli eucarioti gli attivatori e i repressori agiscono sulla
struttura cromatinica per “accendere e spegnere” i geni
Rimodellatori della cromatina e modificatori di istoni

attivatore proteico dei geni

TATA

acetilasi degll istoni
(HA
D complesso rimodellatore
della cromatina
W&%

nucleosomi rimodellati

apposizione specifica
di gruppi acetile agli istoni

fattori generici di trascrizione
ed RNA polimerasi (oloenzima)

TRASCRIZIONE ATTIVATA



Gli RNA eucariotici sono trascritti nel nucleo dove subiscono
anche un processo di maturazione (processing)
Gli mRNA vengono dotati di un cappuccio (capping)
all’estremita 5" e di una “coda” per poliadenilazione al 3’
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| geni eucariotici sono interrotti da sequenze non codificanti
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Gli introni vengono rimossi dall’/RNA con tagli e saldature

(splicing)
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{"RNA intronico verra
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, tratto

di mRNA

Piccoli RNA nucleari (snRNA) individuano il
confine tra introni ed esoni, legano
proteine per formare particelle
ribonucleoproteiche nucleari piccole
(snRNP)

Gli snRNP formano il corpo centrale dello
spliceosoma, che provvede a tagliare gli
introni e ricucire gli esoni



Splicing alternativi possono generare prodotti diversi di
trascrizione a partire da uno stesso gene

gene per la tropomiosina o
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TRAMITE LA SCELTA TRA VARI SPLICING

TRASCRIZIONE E MATURAZIONI ALTERNATIVE,
E VARI TERMINALI 3' DA POLIADENILARE

5'-/\-/\JW\NWL 3 MRNA del muscolo striato
s el W W mmmmm—3' mRNA del muscolo liscio
s N Nl W W mmmm—3' mRNA dei fibroblast

s N N W mmmm—3' mRNA dei fibroblast
S'N\MW\- 3' MRNA cerebrale



Gli mRNA eucariotici maturi vengono esportati
selettivamente dal nucleo

Proteina integrale Citoplasma Ribosoma
Membrana nucleare esterna
Membrana nucleare interna
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protleina Ill%%ante di proteine
a poli

NUCLEO CITOSOL




(A)  EUCARIOTI (B) PROCARIOTI

DNA
; — ey
citoplasma ]
nucleo ¢ TRASCRIZIONE
introni esoni mRNA

* TRADUZIONE

proteina | ]

_I || -:I:-ZI_

unita di trascrizione
“trascritto primario” di RNA ¥ | o NIZIONE
B | . .
APPOSIZIONE DEL
CAPPUCCIO AL 5
SPLICING DELL'RNA
cappuccio del’lRNA | POLIADENILAZIONE
VALY
mRNA (DI AAAA
| ESPORTAZIONE

v
mRNA (P AAAA

l TRADUZIONE
proteina C———————1]




Qualcos’altro sulla regolazione della trascrizione

| geni eucariotici sono regolati da combinazioni di proteine
(controllo combinatorio)

sequenze regolatrici del gene
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cellula embrionale

INDUZIONE DEL REGOLATORE TRASCRIZIONALE .

divisione cellulare
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cellula A cellula B
1 1

INDUZIONE DEI REGOLATORI TRASCRIZIONALI ©2 E ' 3

cellula C cellula D cellula E cellula F

I | | l
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| GENI CHE CODIFICANO TRE REGOLATORI

TRASCRIZIONALI SONO INTRODOTTI CELLULE INDOTTE @
NEL NUCLEO DI UN FIBROBLASTO A DIFFERENZIARE
IN COLTURA cellula muscolare
Oct4

SoxZ > —
K14 SI LASCIANO
MOLTIPLICARE
LE CELLULE neurone
IN COLTURA
fibroblasto cellula iPS

adipocita



Una sola proteina puo coordinare I'espressione di diversi geni

recettore

@ o Cortisolo, si libera

per i glucocorticoidi
in assenza
di ormone

glucocorticoide
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geni espressi a basso livello

P\ -

glucocorticoide

nell’organismo in
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attivita fisica

intensa,
inducendo |l

gene 1

=) f€QAto a produrre
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&

gene 2
>
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| — | I I
gene 3
[

geni espressi ad alto livello



Le cellule figlie possono ricevere in eredita un quadro di
espressione genica gia stabilizzato

Circuito a retroazione positiva che puo
generare memoria cellulare

I'effetto
del segnale transitorio
viene ricordato

———
da tutti i discendenti
di quella cellula

UN SEGNALE

TRANSITORIO
la proteina A ATTIVA

non viene L’ESPRESSIONE n

prodotta DELLA PROTEINA A {

e
perché e y
necessaria v
alla trascrizione Qn

di se stessa
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enzima modificatore
degli istoni (“scrittore”)

che reprime |'espressione genica

‘ ‘

proteina “lettrice” del codice 1

regolatore trascrizionale I

enzima DNA metilasi 1

proteina che lega il DNA metilato



cellula nell’'embrione precoce

Xp Xm

CONDENSAZIONE DI UN CROMOSOMA X
SCELTO A CASO

%o @xw@xm

EREDITA DIRETTA DELLO SCHEMA DI CONDENSAZIONE CROMOSOMICA

GG © @
I I I I

EREDITA DIRETTA DELLO SCHEMA DI CONDENSAZIONE CROMOSOMICA

GOaaDESDEe®

solo Xy, & attivo in questo clone solo X & attivo in questo clone




cromosoma X cromosoma X

derivato derivato cromosoma X cromosoma X
dalla madre dal padre attivo inattivo
\ ‘ anse

centri di inattivazione dell’X di cromatina RNA Xist

Co) — ) —

e
-
Co) e C o) —
o) o) o
trascrizione del RNA Xist I'RNA Xist diffonde I'RNA Xist si lega a enzimi
mano a mano che modificano gli istoni

a partire da un cromosoma X : : : :
P molto rapidamente e continua a diffondersi



Lo stato strutturale della cromatina puo passare da una
generazione all’altra direttamente con la replicazione del DNA

gene inattivo gene attivo

""' laaYaXae

XEPLICAZIONE DEL DNA REPLICAZIONE DEL DNﬂA
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si aggiungono . "
nuove molecole :

' ' la proteina
di proteina — ‘ .’ . ~ noﬁ o
legandosi Jg
cooperativamente proteina libera

0000—— 0000—+

ENTRAMBI | GENI REPLICATI SONO INATTIVI

ENTRAMBI | GENI REPLICATI SONO ATTIVI
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METILAZIONE regione di DNA MODIFICAZIONE cromatina affiva
DEL DNA non metilata DEGLI ISTONI
reglone dl DNA metllata cromat|na |natt|va
IL NUOVO L NUOYO
;T?TTEATO STATO DELLA
CROMATINA
DEL DNA
VIENE EREDITATO
EREDITATO
METILAZIONE DEL DNA MODIFICAZIONE DEGLI ISTONI
) MECCANISMI EPIGENETICI CHE AGISCONO IN CIS
ATTIVAZIONE la proteina A CAMBIAMENTO proteina ripiegata
DIUN CIRCUITO non & prodotta CONFORMAZIONALE normalmente
AFEEDBACK la proteina A VERSO UNO STATO protelna ripiegata male
POSITIVO & prodotta AGGREGATO o
LA NUOVA
'L NUOVO SCHEMA CONFORI\/IAZIONE
D' ESPRESSIONE DELLA PROTEINA
VIENE EREDITATO VIENE EREDITATA
CIRCUITO A FEEDBACK POSITIVO STATO DI AGGREGAZIONE
DI UN REGOLATORE TRASCRIZIONALE DI UNA PROTEINA

(B) MECCANISMI EPIGENETICI CHE AGISCONO IN TRANS
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Principali “tipi” di RNA

RNA messaggero (mRNA): porta I'informazione per la
sintesi delle proteine

RNA ribosomali (rRNA): costituiscono insieme a specifiche
proteine i macchinari su cui avviene la sintesi proteica

RNA transfer (tRNA): necessari per tradurre I'informazione
contenuta nell’mRNA in proteine

Micro RNA (miRNA): regolano I'espressione genica



Piccoli RNA non codificanti sono coinvolti nella regolazione
dell’espressione genica

Interferenza dell’RNA (RNAI)

RNA a doppio filamento sono
in grado di provocare la
distruzione selettiva di mRNA
aventi la stessa sequenza di
qguel RNA a doppio filamento

Piccoli RNA interferenti (small
interfering RNA, si RNA)



Le piante e gli animali

®  producono centinaia di

piccolissimi RNA, detti micro

— RNA (miRNA)

o miRNA specifici sono
sintetizzati soltanto in

o _ SUmmEmO L, o det.erminati.momenti.dell.o
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