La regolazione dell’espressione
genica

Espressione genica: comprende 1
passaggl  di  trascrizione ¢
traduzione e riguarda la parte del
genoma codificante per proteine ed
enzimi.
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With prokaryotic nbosomes, three
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With eukaryotic nbosomes, only
one polypeptide is made because
the nbosomes can initiate
translation only at the 5° end.




La regolazione dell’espressione genica

Quali sono 1 meccanismi che determinano
I’accensione o lo spegnimento dell’espressione
di un gene?

In un organismo pluricellulare tutte le
cellule hanno lo stesso genoma ma
esprimono geni diversi (hanno diverso
trascrittoma, proteoma e metaboloma); 1
meccanismi molecolari che controllano
I’espressione de1 geni sono detti
meccanismi di regolazione genica.




La regolazione dell’espressione genica

e Nei procarioti:

— un’espressione genica selettiva permette alle
cellule di risparmiare energia

— La regolazione avviene prevalentemente a
livello trascrizionale

* Negli eucarioti:

— I’espressione genica selettiva permette alle
cellule d1 svolgere ruoli specializzati

— La regolazione avviene a vari livelli



Regolazione genica nei1 procarioti

* Geni costitutivi: sono costantemente attivi
(es. geni che codificano per gli enzimi della
glicolisi)

* Geni regolati: la loro espressione ¢ regolata
in modo tale che la quantita del
corrispondente prodotto (proteina o RNA) ¢
controllata in relazione al fabbisogno
cellulare (es. sintesi adattativa di enzimi)



[ batter1 utilizzano strategie diverse per
regolare la sintes1 degli enzimi

(A) Regolazione negativa della trascrizione

Sito di legame
del repressore

Nella regolazione negativa, lo stato basale di
trascrizione ¢ “acceso” a meno che un repressore
Trascrizione non “spenga” la trascrizione

(B) Trascrizione inducibile

Repressore

Nessuna trascrizione : Trascrizione

L Nella trascrizione
( - inducibile, il repressore &
Induttore ks una proteina il cui legame
‘ Repressore inattivo al DNA ¢ inattivato da un
induttore

(C) Trascrizione reprimibile

Nella trascrizione reprimibile il repressore e formato dall’interazione
tra una proteina aporepressore e un corepressore

: Trascrizione Repressé

® . sttivo J*

Aporepressore
Corepressore

FIGURA 11.1 La regolazione negativa (A) comprende meccanismi di controllo della trascrizione inducibili (B) e reprimibili (C).
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Regolazione positiva

Sito di legame
dell’attivatore

: Nessuna trascrizione

/ Trascrizione

Lattivatore trascrizionale e legato
al sito di legame dell’attivatore

FIGURA 11.2 Nella regolazione positiva lo stato basale di
trascrizione € “spento”. La trascrizione € stimolata dal legame
di una proteina attivatrice trascrizionale.
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Operone del lattosio
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(A)

Promotore
Gene Operatore  Geni strutturali
repressore
. r A
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’

irezione della trascrizione

(8)

.

1l repressore si lega all‘operatore|
mRNA e previene la trascrizione dei
l geniz,yea
Proteina
repressore
€ .
i p o z y a

\
: 1l complesso

induttore-repressore non si
puo legare all’operatore

mRNA
l /t_/@ Induttore

Proteina
repressore

L'assenza di un repressore attivo consente l'acceso
dell’/RNA polimerasi al promotore e la trascrizione
dell’'mRNA per le proteine diz, y ed a

mRNA lac

| | |

B-Galattosidasi ~ Permeasi  Transacetilasi

FIGURA 11.4 (A) Una mappa dell'operone /ac, non disegnata
in scala. | siti p e 0 sono in realta molto piu piccoli delle altre
regioni e insieme comprendono solo 83 coppie di basi (B)
L'operone /ac nello stato represso. (C) Loperone /ac nello
stato indotto. L'induttore modifica la forma del repressore in
modo che il repressore non possa pill legarsi all'operatore.
Sono usate le abbreviazioni comuni i, p, o, z, yed a al posto
di lacl, lacO ed a ecc. Il gene lacA non & essenziale per
I'utilizzazione del lattosio.
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Regolazione dell’operone lac
F. Jacob e J. Monod

RNA polimerasi incapace R |
di legarsi al promotore epressore legato
all’operatore
Promotore
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DNAZ— j O Gene lacZ |  Genelacy | GenelacA'

1 R
5 e syl 37
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Forma attiva del repressore

(a) Lattosio assente; il repressore € legato all’operatore e I'operone & represso

RNA polimerasi
legata al promotore

N

L'RNA polimerasi
trascrive |'operone
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Forma inattiva
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(b) Lattosio presente; il repressore non € legato all’'operatore e I'operone & derepresso

Figura 21-4



I repressor1 € gl attivator1 sono molecole proteiche che legano 1l DNA
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Differenze della regolazione
genica fra procarioti ed eucarioti

Dimensione e complessita del genoma
Compartimentazione del genoma
Organizzazione strutturale del genoma
Stabilita del’'mRNA

Modificazione post-traduzionale delle proteine
Turnover delle proteine



Livelli multipli di
regolazione
dell’espressione genica
degli eucarioti

PRINCIPALI LIVELLI DI
ESPRESSIONE GENICA

@ Trascrizione

I / Cromatina NUCLEO\
@ Genoma Possibile amplificazione o

Gene utilizzabile per 'espressione

Trascritto di RNA primario (pre-mRNA)

Maturazione del’lRNA e
esportazione dal nucle

A

MRNA nel nucleo

~

delezione genica (rara)
Possibile riarrangiamento genico (raro)
Decondensazione della cromatina
Metilazione del DNA
Acetilazione degli istoni,
cambiamenti delle proteine HMG,
matrice nucleare

Trascrizione (controllo da parte
dei fattori di trascrizione)

Splicing dell’lRNA e altri eventi
di maturazione

Trasporto dellmRNA nel citoplasrna/

@ Traduzione

@ Post-traduzione

mMRNA nel citosol

Prodotto polipeptidico nel citosol o nel RE

v

Proteina funzionale

PLLL L]

B e Degradazione della proteina

CITOPLASMA

Degradazione dellmRNA
(turnover)

- ———— —

Traduzione (controllo da parte
dei fattori di inizio e dei repressori della
traduzione)

Conformazione della proteina e assem-
blaggio

Possibile taglio del polipeptide
Possibile modificazione

Possibile importazione

negli organelli

(turnover) /

Figura 21-11



*Regolazione trascrizionale
*Regolazione post-trascrizionale

Meccanismi epigenetici e
controllo

dell’espressione genica a lunga
distanza



Cellula vegetale contiene circa 30000 geni

RNA genes

Geni per proteine

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

L JL

Geni housekeeping Geni tessuto - specifici
metabolismo

biosintesi

membrana

istoni

ribosomali DIFFERENZIAMENTO

CELLULARE



Esistono molteplici livelli di regolazione dell’espressione
genica negli eucarioti

NUCLEO

controllo trascrizionale: legame di
fattori frascrizionali tessuto specifici,
legame diretto di ormoni, fattori di
crescita o elementi intermedi a elementi
risponsivi di ngi inducibili

CITOPLASMA

controllo
Traduzionale

traduzione <

DNA Meccanismi epigenetici: controllo a lungo
) FG?PIO mediante rimodellamento della struttura
della cromatina

Trascritto primario
(precursore)

controllo post-trascriziongle: splicing
alternativo, polyA alternativo JRNA editing tessuto-
y specifico

mMRNA

controllo del tras

-

-
<

controllo della stabilita

\
PROTEINA

» degradazione

controllo post-traduzionale

PROTEINA attiva o inattiva



CROMATINA
‘EUCROMATINA -> TRASCRIZIONE POTENZIALE

a) geni housekeeping

b) geni tessuto-specifici
*ETEROCROMATINA FACOLTATIVA -> inattiva quando condensata.
‘ETEROCROMATINA COSTITUTIVA ->
sempre inattiva; Localizzata nelle regioni

peri - e centromeriche




Chromatin structure and gene transcription

DNA wrapped around
nucleosome cores Transcription
factor




* Una serie di fattori trascrizionali deve legarsi al
promotore prima che possa farlo la RNA
polimerasi. Quindi se la RNA polimerasi potra
iniziare la trascrizione dipendera anche dal legame
di proteine regolatorie, attivatori e repressori.

Enhancer Regulator ~ Transcription ~RNA  Transcribed
protein factor =~ polymerase  region
Activator binding binding binding —
\ / protein N . i RNA
& gregtlelelierlltor /9 Q g polymerase Il

W&MMMQ\WW\MW\W@@@W
Elementi Promotore
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(A) TFIID

1l fattore trascrizionale Oloenzima L'oloenzima del’RNA
TFIID contiene la polimerasi contiene 'RNA
proteina chesilegaal | pol II piu altre cinque
TATA box (TBP) con 1 subunita; 'RNA pol II
numerosi fattori associati contiene essa stessa

a TBP (TAF) finoa 12 12 subunita

Proteina
attivatrice
trascrizionale

Enhancer Promotore TATA box

|

La proteina attivatrice
trascrizionale si lega al
sito bersaglio, una

(B) sequenza enhancer
nel DNA

l

11 DNA legato si ripiega
ad ansa ed entra in
contattto con almeno

un componente di TFIID. 1l reclutamento di TFIID mette in contatto

Cio rappresenta la prima TBP con TATA box e consente il

fase di reclutamento reclutamento anche dell’oloenzima che si
unisce al complesso trascrizionale

(D)

1l complesso trascrizionale
completamente assemblato
€ pronto per incominciare
la trascrizione

Direzione della trascrizione

FIGURA 11.25 Lattivazione trascrizionale mediante reclutamento. (A) La relazione tra I'enhancer e il promotore e i fattori proteici
che vi si legano. (B) Il legame della proteina attivatrice trascrizionale con I'enhancer. (C) La proteina attivatrice trascrizionale legata
stabilisce un contatto fisico con una subunita del complesso TFIID, che contiene la proteina che si lega al TATA box, e attrae
(“recluta”) il complesso sulla regione del promotore. (D) Loloenzima dell’'RNA Pol 11, e ogni altro fattore trascrizionale rimanente,
sono reclutati da TFIID e il complesso trascrizionale & completamente assemblato e pronto per la trascrizione. Nella cellula non
tutta I'RNA Pol I & presente come oloenzima e non tutta TBP & complessata in TFIID. In questa figura non sono mostrati i fattori
trascrizionali che sono associati a TFIID e all'cloenzima.
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Rimodellamento della Cromatina
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(A) Conformazione inattiva
Sito di (
legame TAP A=

Sito di Q
legameTBP A=

Nucleosomi ‘\ La cromatina nativa non puo
essere trascritta: i siti di

1 complessi di rimodellamento della legame al DNA sono nascosti
cromatina (CRC) perturbano o
riposizionano i nucleosomi, permettendo
I'accesso ai siti di legame al DNA

(B) Reclutamento di CRC \

Complesso di rimodellamento
della cromatina (CRC)‘L

Sito di
legame TAP l

L'oloenzima dell’'RNA
polimerasi II sta per unirsi
al complesso trascrizionale

(D) Conformazione attiva TFIID  Proteina che si lega /

al TATA-box (TBP)

La proteina attivatrice
trascrizionale (TAP) si
lega al proprio sito
bersaglio sul DNA

Oloenzima RNA
polimerasi

=

Proteina attivatrice
trascrizionale (TAP)

TAP recluta TFIID e
TBP sul TATA box

FIGURA 11.27 La funzione dei complessi di rimodellamento della cromatina. (A) La cromatina nativa puo nascondere  siti di legame al
DNA. (B) Il complesso di rimodellamento della cromatina o riposiziona i nucleosomi lungo il DNA oppure modifica chimicamente gli
istoni. ( C) I siti di legame del DNA diventano accessibili. (D) Il complesso trascrizionale & reclutato sul sito.
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Rimodellamento della cromatina
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| meccanismi epigenetici agiscono
mediante:

Marchi epigenetici che non sono direttamente attribuibili alla
sequenza del DNA.

Metilazione del DNA:

Nelle cellule eucariotiche la citosina puo essere metilata: negli
animali sono metilate le C in sequenze CG, nelle piante Ia
metilazione delle C puo avvenire in qualsiasi contesto

Modificazioni degli istoni:

Acetilazioni, fosforilazioni, metilazioni e altre modifiche
covalenti sono responsabili di cambiamenti conformazionali

della cromatina.
Varianti istoniche:

Istoni hon canonici assemblati nel nucleosoma



I marchi epigenetici possono essere:

1. TRANSIENTI: agiscono limitatamente in risposta ad uno
stimolo, regolano temporaneamente la trascrizione € po1 rimosso
lo stimolo si mattivano a loro volta.

2. EREDITATI ALLA MITOSI: generalmente la loro azione
persiste anche quando lo stimolo che 11 ha attivati € assente e le
cellule figlie ereditano 1 marchi epigenetici dalla cellula madre
alla mitosi.

3. EREDITATI ALLA MEIOSI: 1l marchio epigenetico attivato
da uno stimolo ¢ persistente € trasmesso alla progenie attraverso
1 gameti.



Marchi epigenetici: Metilazione del DNA

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

DNA metilasi

-

CH,

S ruppo metilico I
Desossiribosio (grupp ) Desossiribosio

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



by
Metilazione del DNA = & T

* Nelle piante, la metilazione del DNA ¢ garantita dalle DNA
metil transferasi che metilano le citosine (CG, CHG e le

sequenze asimmetriche CHH, dove H rappresenta una A, T,
or C)

* Sono di preferenza metilate le sequenze ripetute e i
trasposoni.

* La metilazione del DNA nei promotori e al 5° dei geni ¢
generalmente associata alla inibizione della trascrizione e al
silenziamento genico.

(dal DNA mobile) (Imprinting)



Metilazione del DNA
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Metilazione del DNA nelle piante

MET1 (METHYLTRANSFERASE1)

« 5-CG-3

« Silenziamento dei trasposoni, elementi ripetuti

CMT (CHROMOMETHYLASE) CMT2 and CMT3
« 5“CHG-3'(H=A,CorT)

Interagisce con | marchi istonici

DRM1, DRM2 (DOMAINS REARRANGED 1/ 2)
« 5-CHH-3' sites

« Sequenze ripetute

* Collegata al pathway siRNAs



La Metilazione del DNA

** Le piante sono gli organismi con il genoma
maggiormente metilato (circa 30%).

*» Una caratteristica peculiare delle piante €
quella di possedere significativi livelli di
metilazione ai siti CpNpG piu comunemente
ai siti CpA/TpG.

* Normalmente la metilazione € simmetrica e
riguarda entrambe le emi-eliche; tuttavia si
osserva anche metilazione asimmetrica
operata da enzimi in grado di metilare “de
novo”, spesso associata ad eventi di
silenziamento genico.



Quando sono stabiliti 1 patterns di
metilazione?

v' Nei mammiferi i patterns di metilazione sono
ereditati attraverso la meiosi ma durante le
prime fasi dell’embriogenesi si ha una quasi
completa de-metilazione del DNA,
successivamente i patterns vengono ristabiliti
quando 'embrione si impianta nell’ovario.

v Nelle piante esistono pochi dati relativi alla
variazione di metilazione: € stato osservato che
durante lo sviluppo del polline si ha riduzione di
un 1/5 dei normali livelli di metilazione, ma non
si hanno evidenze di eventi di de-metilazione
massiccia.



Metilazione del DNA e blocco della
trascrizione (promotori e 5’ del gene)

Mediante metilazione vengono
modificate le sequenze bersaglio dei
fattori di trascrizione.

La struttura della cromatina viene
alterata in corrispondenza del DNA
metilato, il quale risulta
trascrizionalmente inattivo.

La metilazione nel corpo del gene non
ostacola la trascrizione.



DNA methylation 1s necessary to
silence transposons

Chromosome 3
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Activated transposons 1n ddm

mutants induce mutations
After one After three After five
generation generations generations

| Wildtye

After DDM inactivation, plants become more
and more abnormal as they accumulate
transposon-induced mutations.

Kakutani, T., Jeddeloh, J.A., Flowers, S.K., Munakata, K., and Richards, E.J. (1996) Developmental abnormalities and epimutations
associated with DNA hypomethylation mutations. PNAS 93: . Copyright (1996) National Academy of Sciences, U.S.A.
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Meccanismi epigenetici: Modificazioni degli

Istoni

I residui amminoacidici all'N-terminale di ciascun istone (20-
60 residui) si estendono al di fuori della superficie del
hucleosoma.

Queste regioni sono particolarmente ricche in lisina (K) che
puo essere reversibilmente modificata mediante
acetilazione, fosforilazione e metilazione e altre modifiche.




Modifiche post-trascrizionali degl

1stoni
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Modificazioni degli istoni H3 e H4
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La lisina 9 di H3 puo essere sia acetilata che metilata.
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HISTONE
H3
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H4

L'acetilazione e associata alla cromatina trascrizionalmente Key Acetylation

attiva, ma se la regione cromatinica viene metilata a livello

del DNA (Cp6), le proteine che si legano al DNA metil

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

binding protein, metilano gli istoni. Il risultato ¢ la
condensazione della cromatina.

Figure 10-1 Human Molecular Genetics, 3/e. (@ Garland Science 2004)
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Histone post-translational modifications. The figure illustrates several of the major histone modifications so
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CARATTERISTICHE DELLA

CROMATINA

Caratteristica Cromatina Cromatina

attiva inattiva
Conformazione Estesa, aperta Condensata
della cromatina
Metilazione del Poco metilata Metilata
DNA specialmente

nelle regioni

del promotore
Acetilazione Istoni acetilati Istoni non
degli istoni acetilati



Repressori e attivatori possono dirigere la
deacetilazione/acetilazione degli istoni a livello di
specifici geni

{a) Repressor-directed histone deacetylation

Importanza della struttura modulare
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f Rpd3 =™, Deacetylation
{ ~ Sin3 (ofhstone

N-terminal tails
Umﬁf RD

K ..{"oeo \ S g / \ s \ fmt J

{b) Activator-directed histone hyperacetylation
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Varianti i1stoniche

Il genoma degli organismi Eucarioti codifica per gli 1stoni che
formano I’ottamero 1stonico (H2A, H2B, H3, H4 e I’1stone H1).

Oltre a1 geni che codificano per questi 1ston1 definiti «canoniciy,
c1 sono geni che codificano per varianti istoniche, cio€ 1stoni che
entrano a far parte del nucleosoma 1n sostituzione degli 1stoni
canonicl, quando la cromatina assume conformazione diversa per
regolare 1’espressione genica o garantire processi importanti quali
la ricombinazione ¢ la corretta segregazione del DNA durante la
divisione cellulare.
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A

H2A.1 --AG=G=T=
) H2A.2 - - - AGRGKQ
Canonial H2A H2A.10 - - - AGRGKTE
H2A.13 - - - AGRGKTE
H2A.X.3 SSGAGSGTTI
H2AK { H2AX.5 STGAGSGTTK
H2AW.6 [ES- - - TGKNMK
H2A.W H2AW.7 ESSQATTKPT
H2AW.12 BisG- - - TKMK
H2A.2.8 AGKGGKGHEEA
H2A.Z { H2A.2.9 [SGKGAKGEEM
H2A.Z.11 AGKGGEGENA
H2A.1 GNAA==N=|T
: H2A.2
Canonial H2A H2A.10
H2A.13
H2A.X.3
H2AX { H2A.X.5
H2A.W.6
H2A.W H2AW.7
H2A.W.12
H2A.Z.8
H2A.Z { H2A.Z.9
H2A.Z.11
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Figure 12.2 Distribution patterns of DNA and histone modifications
in genes. Figure obtained from He et al. (2011)

Plant Genes, Genomes and Genetics, First Edition. Erich Grotewold, Joseph Chappell and Elizabeth A. Kellogg.
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FLC: 1 fattorl ambientali regolano
I'epigenoma delle piante epigenome
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Il gene Flowering Locus C controlla la fioritura
nelle dicotiledoni ed ¢ sensibile alla vernalizzazione

FLC e il principale repressore fiorale e la sua
trascrizione ¢ regolata principalmente da
meccanismi di natura epigenetica per indurre
la fioritura.

In corrispondenza del gene FLC i nucleosomi
contengono l'istone H2A.Z. La presenza di
questa variante istonica nella cromatina al
locus di FLC garantisce elevati livelli di
trascrizione di FLC.




[ ’effetto della vernalizzazione sulla
cromatina e trascrizione di FLLC

* In assenza di1 vernalizzazione 1l promotore e
1l primo introne di1 FLC sono fortemente
acetilati (trascrizione attiva).

» La vernalizzazione induce la deacetilazione
degli 1ston1 sulle medesime regioni
regolatrici nelle quali aumenta anche la
metilazione H3K9 ¢ H3K27 (trascrizione
inattiva).



I meccanismi di regolazione della
trascrizione ¢ ’RNA



Molecole di RNA prodotte dalla cellula

mRNAs messanggeri RNAs, codif. proteine
rRNAs componente ribosomale

tRNAs trasportatore aminoacidico
snRNAs splicing of pre-mRNAs

SRNAs regolazione dell'espressione
MicroRNAs mRNA degradation

Altri non-codificanti funzioni varie

RNAs
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I piccoli RNA (small RNAs) e la regolazione della
trascrizione e traduzione (Silenziamento post trascrizionale)

N,
Pri-miRNA Pri-miRNA
/ /

3 ' DCL1
Pre-miRNA @
l W

mIRNA/mIRNA* 0

Pre-miRNA

duplex ©
Nucleus Nucleus
) v (. F OMC 1
Cytoplasm Cytoplasm
Dicer
Pre-miRNA @
miRNA/miRNA* miRNA/miRNA*
duplex P duplex p
e | @ |
Lrgonaute Methylated OCH,
Mature miRNA p OH miRNA/MIRNA*  H,CO D
duplex

[
Argonaute

Mature miRNA p: OCH,

(a) (b)

Figure 11.4 Processing of miRNA in animals (a) and plants (b). See text for more details

Plant Genes, Genomes and Genetics, First Edition. Erich Grotewold, Joseph Chappell and Elizabeth A. Kellogg.
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Companion Website: www.wiley.com/go/grotewold/plantgenes. l L E ' B |aC kwe | I



[ microRNA regolano I’espressione di trascritti specifici con cui si
appaiano aiutati dalle proteine AGO
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mRNA
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1 1 \ y )

Inhibition of translation miRNA slicing

Figure 11.5 miRNAs slice mRNAs or interfere with mRNA translation. RNPII corresponds to DNA-dependent RNA polymerase
II, DCL to a Dicer-like protein and AGO to an ARGONAUTE protein, which is most often AGO1 for plants. Adapted from Williams
(2013). Copyright 2013 American Society of Plant Biologists. Used with permission

Plant Genes, Genomes and Genetics, First Edition. Erich Grotewold, Joseph Chappell and Elizabeth A. Kellogg.
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Gli small interfering RNAs vengono prodotti a partire da molecole di
RNA a doppio filamento che derivano dalla trascrizione di regioni
ripetute del genoma. Oltre ad ibire la traduzione degli mRNA,
tornano nel nucleo e modificano la cromatina per impedire la
trascrizione (Silenziamento Trascrizionale)

a“ded

ouee \\\P~
OM AGO
\

AGO T
Post-transcriptional M\]
gene silencing

(PTGS) Transcriptional

Mechanisms for siRNA function in pla nts. PTGS results in mRNA slicing, while the effects of PTGS on histone
modifications and hromat structure w1ll b dis ed in detail in Chapter 12. RNPII corresponds to DNA-dependent RNA

polymerase II, DCL to r-like prote nd AGO to an ARGONAUTE protein, which is most oft AGO4 in plants. Adapted
from Williams (2013). Copyright 2013 Amer can Society of Plant Biologists. Used with permi sssss
Plant Genes, Genomes and Genetics, t Edition. Erich Gro old, ] seph Chappell and Elizabeth A. Kellogg.

© 2015 John Wiley & Sons, Ltd. Pu ll l 12()1 ly]h W]y&\ , Ltd.
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RNA interference (RNAI)

silenziamento genico

* trascrizionale (TGS)
(transcriptional gene silencing)
- induce la metilazione del DNA

* post-trascrizionale (PTGS)
(posttranscriptional gene silencing)

- frammentazione dei trascritti
- blocco della traduzione



RNA interference - overview
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The core of RNA silencing:
Dicers and Argonautes

RNA silencing uses a set of core
reactions in which double-stranded =
RNA (dsRNA) is processed by Dicer
or Dicer-like (DCL) proteins 1nto
short RNA duplexes.

These small RNAs subsequently
associate with ARGONAUTE (AGO)
proteins to confer silencing.

Silencing




Dicer and Dicer-like proteins

In sSIRNA and miRNA biogenesis,
T e Dicer or Dicer-like (DCL)

proteins cleave Iong dsRNA or

Dicer’s structure allows it to measure the RNA it is
cleaving. Like a cook who “dices” a carrot, Dicer
chops RNA into uniformly-sized pieces.

From MacRae, L.J., Zhou, K., Li, F., Repic, A., Brooks, A.N., Cande, W.., Adams, P.D., and Doudna, J.A. (2006) Structural basis for
double-stranded RNA processing by Dicer. Science 311: . Reprinted with permission from AAAS. Photo credit:


http://www.sciencemag.org/cgi/reprint/311/5758/195.pdf
http://wardstreetbistro.typepad.com/wsb/2008/03/chicken-tagine.html

MIRNAs and siRNAs are processed by
related but different DCL proteins

Blfnes
AtDCLI produces - aspcts
1967 [
° _— X %ammals
mi m 550 oo
5 1625 | %reen Algae

P

| Monocots
O v
O Non-plant dicer
AtDCL2 - 4 produce mon —O— |
0 aclzg 165 ¥ Arabidopsis
siRNA B doie i

W dcla O Large scale gene duplication Time in million years (My)

Plants have at least 4 DCL proteins, more than found in
other organisms. The amplification of DCL family may
allow plants great flexibility in pathogen defense
responses.

Reprinted from Margis, R., Fusaro, A.F., Smith, N.A., Curtin, S.J., Watson, J.M., Finnegan, E.J., and Waterhouse, P.M.
(2006) The evolution and diversification of Dicers in plants FEBS Lett. 580: with permission from Elsevier.


http://www.sciencedirect.com/science?_ob=ArticleURL&_udi=B6T36-4JNFN84-6&_user=10&_rdoc=1&_fmt=&_orig=search&_sort=d&_docanchor=&view=c&_searchStrId=1155055375&_rerunOrigin=google&_acct=C000050221&_version=1&_urlVersion=0&_userid=10&md5=af8d535b548a0bb2c02

Argonaute proteins

ARGONAUTE
proteins bind small

The Arabidopsis agol mutant and the
octopus Argonauta argo

ARGONAUTE proteins
are named after the
argonaute1 mutant of
Arabidopsis; ago1 has
thin radial leaves and

Repintsd b prmision o Ml Puishers L EMBO..pomer, K. oA @@ name@ forthe- (1999 4601 e
vel locus of Ar bdp ontrolli gl af development. EMBO J. 17: . Copyright 1998; Reprinted from Song, J.-J., Smith, S.K., Hannon, G ua-Tor,
L. (2004) Crytl structur fA rgon and its implications for RISC slic ermission of AAAS.

“"octopus Argonauta
which it resembles.


http://www.nature.com/emboj/journal/v17/n1/abs/7590728a.html
http://www.sciencemag.org/cgi/content/full/305/5689/1434

Some miRNAs are highly conserved and
important aene regulators

Conserved miRNA target functions

Cytochrome-c OXidaseW rDisease Resistance

Superoxide Dismutase
/—Transcn'ption
Factors

Sulfate Transport—\

Sulfate Adenyltransferase

Nearly half of the
targets of conserved
MIRNASs are
transcription factors.

RNA Silencing Effector——

tasiRNA Biogenesisi I

miRNA Biogenesis

Multicopper oxidase—/

Protein Ubiquitination

Fahlgren, N., Howell, M.D., Kasschau, K.D., Chapman, E.J., Sullivan, C.M., Cumbie, J.S., Givan, S.A., Law, T.F., Grant, S.R., Dangl, J.L., and Carrington,
J.C. (2007) High-throughput sequencing of Arabidopsis microRNAs: Evidence for frequent birth and death of M/RNA genes. PLoS ONE. 2007; 2(2): .


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC1790633/

Discovery of RNA interference
(1998)

| "’3; The Nobel Prize in Physiology or
’/ 8 Medicine 2006

"for their discovery of RNA interference - gene silencing by
double-stranded RNA"

Cenorhabdlts

elegans

Photo: L. Cicero Photo: J. Mottern
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o " Resistenza a1 virus

HOSTS AND SYMPTOMS OF RING SPOT, A VIRUS DISEASE
OF PLANTS®

le foglie che s1 sviluppano
dopo 1‘attacco virale

non manifestano 1‘infezione
(1928)

Il meccanismo di
resistenza passa
attraverso la
formazione di
RNA a doppio
flamento e la

formazione di
SIRNASs




siRNA viaggiano neui tessutl vegetali

- via plasmodesmata
- through phloem
- passive — diffusion or in direction of stream

Mesophyll pa
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Function of RNA1
and systemic spreading of SRNA

- antiviral defense - preventing of spreading of infection and new infection
- TE detfense - keeping genome integrity, heterochromatin structure

- regulation of development — practically all phases

- Stress reSponse (even heritable changes — see bellow)

- regulation of nutrient uptake —e.g. phosphorus

- epigenetic modulation of genetic information 1n
meristems (heritable changes) - environmental adaptations



Splicing
alternativo

(A)

Trascritto primario

Esone 9 Esone 10 Esone 1 Esone 12 Esone 13

1

e 10 m 12 s
mRNA DD D D D

Nella maturazione dell’'mRNA nel fegato, tutti
gli esoni 9-13 sono compresi nel'RNA
messaggero e la proteina che ne risulta ha una
bassa affinita per I'insulina

(B)

Trascritto primario
Esone 9 Esone 10 Esone 11 Esone 12 Esone 13

e 10 12 13
mRNA DD D D

Nella maturazione dell'mRNA del muscolo scheletrico, i
codoni dell’esone 11 sono esclusi dal’/RNA messaggero e la
proteina che ne risulta ha una affinita elevata per l'insulina

FIGURA 11.33 Lo splicing alternativo del trascritto primario del gene che codifica
la catena « del recettore dell'insulina negli esseri umani e in altri mammiferi.

(A) Lo splicing nel fegato determina una forma piu lunga a bassa affinita. (B) Lo
splicing nel muscolo scheletrico determina una forma breve a maggiore affinita.
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