Lezione 9

IL Controllo delUEspressione Genica negli La maturazione delle proteine
Eucarioti  L’importanza del corretto ripiegamento delle
* trascrizionale, post-trascrizionale, proteine.
traduzionale e post-traduzionale. * Le proteine chaperon.
* La Metilazione del DNA * Glierroridiripiegamento delle proteine.
- Editing del’RNA. 0 L S pire .
 Laregolazione della stabilita del messaggero
(Deadenilazione e decapucciamento, miRNA Regolazione dell’attivita biologica delle
ed RNA interference). proteine

 Ladegradazione delle proteine.

* Degradazione proteasomica ubiquitina
dipendente.

* Proteine simili all’ubiquitina.

Dove non alternativamente riportato le fonti delle immagini sono:

R. Alessandro et al., Biologia e Genetica, Edises;
B. Alberts et al., Biologia molecolare della cellula, 7e - Zanichelli



Regolazione dell’Espressione Genica Differenziale
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Un neurone ed un epatocita (cellula del fegato) hanno esattamente lo stesso genoma ma fenotipicamente
esprimono due morfologie estremamente diverse che rispecchiano loro diversita funzionalita




Regolazione dell’Espressione Genica Differenziale: Procarioti
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La Regolazione della trascrizione in Procarioti
e transiente e dipende dallo stato metabolico
dell’organismo o dagli stimoli provenienti
dall’lambiente esterno.
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Regolazione dell’Espressione Genica Differenziale: Eucarioti

Nucleo

1.1 Controllo della
l conformazione
della cromatina

l 1.2 Controlio della

DNA trascrizione

!

2.1 Controllo della
maturazione del trascritto

2.2 Epitrascrittomica
(modificazioni chimiche
degli RNA)

mRNA ﬂ
Citoplasma @ i
mRNA

2.3 Controllo
di trasporto
e localizzazione

degli RNA

nel citosol &
degradazione
di alcuni di essi

2.4 ncRNA

W 31Contollo  MHINVAInattv

della traduzione

3.2 Controllo
post-traduzionale della
attivita delle proteine

éé%%;wii} Proteina

attiva/inattiva

Lo stato di attivazione o spegnimento di alcuni geni negli eucarioti puo essere
ereditato (memoria epigenetica)
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L’Epigenetica, cioe
riguarda tutti quei
processi che non

comportano
cambiamenti di quanto
e scritto sul DNA

Bensi, ’epigenetica
riguarda cambiamenti
su tutto quantovi e
intorno al DNA stesso e
che possono avere
ripercussioni sul
fenotipo dell’individuo
e/o della progenie.

Epigenetica

EPIGENETIC MECHANISMS

are affected by these factors and processes:
¢ Development (in utero, childhood)

¢ Environmental chemicals

¢ Drugs/Pharmaceuticals

e Aging
¢ Diet

CHROMOSOME @) METHYL GROUP

Methyl group (an epigenetic factor found
in some dietary sources) can tag DNA
and activate or repress genes.

L ' DNA methylation

CHROMATIN

HEALTH ENDPOINTS
* Cancer

* Autoimmune disease

* Mental disorders

¢ Diabetes

EPIGENETIC

@ FACTOR

GENE HISTONE TAIL
(

Histones are proteins around which | HISTONE
DNA can wind for compaction and

DNA inaccessible, gene inactive
gene regulation.

HISTONE TAIL
3

”~
-
-

DNA accessible, gene active

Histone modification

The binding of epigenetic factors to histone “tails”
alters the extent to which DNA is wrapped around
histones and the availability of genes in the DNA
to be activated.

Fonte: https://it.wikipedia.org/wiki/Epigenetica



La Metilazione del DNA: La 5meC

Nelle cellule dei vertebrati la metilazione della La metilazione del DNA dei vertebrati avviene su
citosina rappresenta un meccanismo attraverso il nucleotidi di citosina (C) perlopiu a livello della

quale gli schemi di espressione genica possono sequenza CG, che € appaiata esattamente alla stessa
essere trasmessi alla progenie di una cellula. sequenza (nell’orientamento opposto) sull’altro

filamento dell’elica del DNA.
La forma metilata della citosina, la 5-metilcitosina (5-

metil C), ha con la citosina la stessa relazione che la Di conseguenza, un semplice meccanismo permette
timina ha con l'uracile e, allo stesso modo, la modifica allo schema esistente di metilazione del DNA di essere
non ha effetto sull’appaiamento delle basi. ereditato direttamente dai filamenti figli di DNA.
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non metilato metilato
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S. Gilbert et al., Biologia dello sviluppo, 5e - Zanichelli



La Metilazione del DNA: Effetto su Trascrizione e Cromatina

La metilazione del DNA ¢ in grado di inibire la

trascrizione attraverso diversi meccanismi:

* Alcuni fattori di trascrizione non sono piu
in grado di legare le sue sequenze
regolatrici in presenza di citosine metilate;

* La metilcitosina ¢ in grado di reclutare a
livello dei nucleosomi metiltransferasi o
deacetilasi

In generale, i promotori di geni inattivi vengono metilati in
corrispondenza dei loro residui di citosina la quale viene convertita in
metilcitosina. Tale conversione puo avvenire solo in corrispondenza
di un’isola CpG (dove la «p» indica il legame fosfato) ad opera di
enzimi chiamati DNA metiltransferasi.

La metilazione del DNA e reversibile e puo modificarsi nel corso
dello sviluppo.
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S. Gilbert et al., Biologia dello sviluppo, 5e - Zanichelli



La Metilazione del DNA: Meccanismo di Trasmissione

DNA metiltransferasi 3 (Dnmt3) metila
le citosine sul DNA che non erano state
metilate in precedenza (de novo) a

livello delle sequenze CG (anche dette

Tale profilo di metilazione sara poi trasmesso alla generazione
successiva tramite la Dnmt1. Essa riconosce le metilcitosine su un
filamento ed appone gruppi metilici sulle citosine del filamento
opposto di DNA (per questo le metilazioni avvengono su isole CpG),

isole CpG). riuscendo in tal modo a tramandare il messaggio alle cellule figlie.
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S. Gilbert et al., Biologia dello sviluppo, 5e - Zanichelli
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La Maturazione Differenziale del RNA

* Rielaborazione delURNA nucleare in RNA
messaggero (Splicing);

* Trasferimento dal nucleo al citoplasma
(Trasporto attivo mRNA);

* Traduzione in proteina;

 Modificazioni post-traduzionale.

Lo splicing, ovvero la rimozione degli introni
dal’RNA nucleare, rappresenta un passaggio
cardine di regolazione dell’espressione
differenziale genica.

Lo splicing € un processo messo in atto da una serie
di piccoli RNA nucleari e nucleolari (snRNA e
snoRNA) e proteine dette fattori di splicing che
insieme formano il complesso chiamato
spliceosoma.

Queste proteine riconoscono sequenze consensus
Sull’RNA nucleare tra le quali:

Sitidi splicing al 5’ (riconosciuta da shRNA U1);
Siti di splicing al 3’ (riconosciuta da U2AF);

* Branch point (A);

(A) Selezione del’RNA (B) Splicing differenziale
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Regolazione a livello Post-Trascrizionale: Poliadenilazione alternativa

Siti di poliadenilazione

Siti di poliadenilazione

Debole Forte Debole Forte
’ ! } ) } !
 — eee—— | — )
DNA ; | — ees—— DNA ; | —
v e 0 e OCs,tF
pre-mRANA n-/——\ T AAA pre-mRNA e AAA
‘ Regione al 3' non codificante Regione al 3' non codificante
mRNA —— AAA mANA —
; o &

Linfocita B con anticorpi legati alla membrana

A Linfocita B a riposo, bassi livelli di CstF

Linfocita B che secerne anticorpi

B Linfocita B attivato, alti livelli di CstF

Poliadenilazione alternativa: principio

e Avviene mediante scelta di siti alternativi di
scissione al 3'

 Dopo la scissione viene aggiunta la coda poli(A).

e Come conseguenza, si possono generare due
proteine con proprieta differenti.

Poliadenilazione alternativa: linfociti B

Linfociti B a riposo:
e Sito di poliadenilazione “debole” saltato.
* Trascritto piu lungo > proteina con tratto
transmembrana (recettore di membrana).

Linfociti B attivati:
e Aumenta la proteina CstF >
riconoscimento del sito debole.
* Trascritto piu corto > proteina senza tratto
transmembrana, secreta come anticorpo
solubile.




Regolazione a livello Post-Trascrizionale: RNA Editing

L'espressione editing dell'RNA € usata per descrivere
una serie di fenomeni mediante i quali le sequenze
degli mRNA, degli rRNA e dei tRNA vengono
modificate dopo la trascrizione, alterando il
messaggio codificato.

Alterano le proprieta di appaiamento delle basi:

* Se la modifica avviene in una regione codificante,
puod cambiare la sequenza aa o produrre una
proteina tronca creando un codone di stop
prematuro.

 Se avviene fuori dalle sequenze codificanti puo
influenzare lo splicing, il trasporto del’mRNA, la
traduzione o il riconoscimento da parte dei
microRNA (miRNA).
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Fonte: Christofi, T., Zaravinos, A. RNA editing in the forefront of epitranscriptomics and human health. J Transl Med 17, 319 (2019). https://doi.org/10.1186/s12967-019-2071-4t



Regolazione a livello Post-Trascrizionale: RNA Editing

Negli animali avvengono due tipi principali di editing
delUmRNA:

 |ladeamminazione dell’adenina per produrre
inosina (editingda Aal) e,

* meno frequentemente, la deamminazione della
citosina per produrre uracile (editing da C a U)

Perché esista U'editing € un mistero.

* Originato durante evoluzione per correggere
“errori” nel genoma?

e Un modo un po’casuale di produrre proteine con
lievi differenze dallo stesso gene?

« Meccanismo di difesa contro i retrovirus e i
retrotrasposoni e che sia stato in seguito adattato
dalla cellula per cambiare il significato di certi
MRNA?

a C-to-U b A-to-|
APOBEC1
5[ ’ ’ ’
DNA 'IIIIIIIIIII]IIII ’Illlllllllllllll )
3 CAA 3 3 CAG 3
Glutamine Glutamine
STOP codon Arginine
UAA CIG

Ly B
RNA llllllllllllllll:::) IIIIIIIIIIII]III:::)
A '

Unedited Edited Unedited Edited

I ————l — — e —
PROTEIN Hepatic Intestinal Ca’*-permeable  Ca?*-impermeable
Apo-B100 Apo-B48 GluR2 GluR2 Q/R

Fonte: Christofi, T., Zaravinos, A. RNA editing in the forefront of epitranscriptomics and human health. J Transl Med 17, 319 (2019). https://doi.org/10.1186/s12967-019-2071-4t



Regolazione a livello Post-Trascrizionale: RNA Editing

Deamminazione A-I (I si appaia con C)

Il processo di editing da A a | € particolarmente diffuso negli
esseri umani, ed € eseguito da enzimi proteici chiamati ADAR
(Adenosine Deaminase Acting on RNA) i quali riconoscono una
struttura di RNA a doppio filamento che segnale dove debba
avvenire lediting.

LELE TP

introne
3

Es: Uediting di un canale ionico a livello cerebrale cambia una
glutammina in arginina, modificando la permeabilita al Ca?*.
Questa modifica € fondamentale per la sopravvivenza.

A)

Gene apolipoproteina B

CAA TAA

peamminazione -4  —————
DNA 3 —

Apolipoproteina B nelle cellule del fegato: No‘edking J k Editing, CAA—>UAA
* Lacitosinarestainvariata > codone CAA - proteina ( w

completa > metabolismo epatico dei lipidi.
UAA

mANA |_°|A‘i: ”AIL mANA |_U'AIL —

Apolipoproteina B nelle cellule intestinali: Nuovo codone di STOP
* C sostituita da U > codone UAA (stop). , l ' l
. . o . Proteina Proteina
* Proteinatronca, con funzione specifica per il e

metabolismo intestinale. Proteina prodotta nel fegato Proteina prodotta nell'intestino




Regolazione a livello Post-Trascrizionale: Deadenilazione e Deccaping

Degradazione regolata degli mRNA
La cellula puo regolare la velocita di degradazione di mRNA
normali. Processo in competizione con la traduzione.

PTy (G — AAAAALRLD
0 0 9 0 0 olyadenylal on/mBNA process
Meccanismi principali: Leyscayon/ A procees
* Deadenilazione > accorciamento coda poli(A). Nucleus 1V G e — AAAAAA
. deA
Se coda = 25 nucleotidi » due vie: Transport
. . . . . Yice L".' 1 ] 7
1. Decapping (rimozione cappuccio 5') > degradazione AN
5'93', ”"(__.——_ AAARLIAA
2. Degradazione 3'>5' a partire dalla poli(A). R ransiation
/Rc:dcr,ht-pn
Tutti i trascritti umani vanno incontro a questi meccanismi. L __GhasD

Ruolo delle 3' UTR
Le sequenze 3' UTR contengono elementi regolatori.
Possono legare proteine o ncRNA che:
* aumentano o riducono la velocita di degradazione;
* influenzano deadenilazione, decapping e degradazione
3'>5",
Concorrono a modulare stabilita ed efficienza di traduzione
degli mRNA.

Fonte: https://quizlet.com/it/631369017/lezione-12-continuazione-regolazione-della-trascrizione-e-regolazione-post-trascrizionale-flash-cards/



Controllo dell’Inizio della Traduzione

Scansione Leaking

la traduzione eucariote inizia di norma in corrispondenza del
primo AUG a valle del cap al 5'.

Tuttavia, i nucleotidi che circondano UAUG influiscono
anch’essi sull’efficienza dell’inizio della traduzione.

Se il sito di riconoscimento non e abbastanza buono, le
subunita ribosomiali in scansione ignoreranno talvolta il primo
AUG nellmRNA e salteranno al secondo o al terzo codone
AUG.

Cap initiation

and Scanning _

o \
[
AG X
\ AUG

«p  ORF1 \‘. ORF2

v

Scanning past first AUG

in weak Kozak consensus

>

60S assembly on first AUG

R

ORF1 AUG

g =
ORF1 Translation

60S assembly on second AUG

AAAAAAAAAAAA ORF1 ..o ORF2

G
ORF1

»  ORF2
ORF2 Translation

IRES (Internal Ribosome Entry Site) 3 Meccanismi:

1. Ilcap al5’ ed elF4E vengono bypassati dal legame diretto
di elF4G a una specifica struttura del’RNA formata
dallUIRES.

2. Lasubunita ribosomiale piccola si lega direttamente
allIRES attraverso Uappaiamento di basi tra sequenze
nell’IRES e U'rRNA 18S.

3. Proteine specializzate silegano a un IRES e
successivamente reclutano la subunita ribosomiale
piccola.

elF4E

A)

_eFaG
'mRNA

proteina
che lega I'RES

subu/'nité ribosomiale subuhité ribosomiale
piccola 40S piccola 40S

A cappuccio 5

®)

(D)

Fonte: https://viralzone.expasy.org/1976



Controllo dell’espressione a livello traduzionale

Lo splicing del’RNA nucleare € intimamente connesso al suo trasporto nel citoplasma. Le
proteine dello spliceosoma ancorano URNA in maturazione ai pori nucleari.

La traslocazione nel citosol non garantisce ancora la traduzione del messaggero.
La stabilita delUmRNA dipende da alcune sue strutture peculiari:

* Lacodadipoli(A) al 3’ UTR;
* Ilcapdim’G al5’ UTR.

L’mRNA eucariotico puo formare strutture circolari chiuse.

Il cap al 5’ si associa al fattore eucariotico di inizio della
traduzione 4E (elF4E), una proteina che lega elF4A (una
elicasi) ed elF4G che consente il legame con la subunita
ribosomiale minore 408S.

Anche la proteina che legante la coda di poli(A) (PABP) si
lega a elF4G, consentendo la circolarizzazione.

Questa struttura aumenta sensibilmente la stabilita della
moleca di mRNA

S. Gilbert et al., Biologia dello sviluppo, 5e - Zanichelli



Controllo dell’espressione a livello traduzionale

* Ilriciclo di elF2 usato, a opera di un fattore di scambio del nucleotide guaninico (elF2B).
* Quando elF2 e fosforilato, si lega in modo insolitamente forte a elF2B.

 Senza questo fattore di scambio, il GDP rimane legato a quasi tutti i fattori elF2 non fosforilati, rallentando
di molto la sintesi proteica

fattore di scambio
del nucleotide guaninico, elF2B

alF2
M-E': elF2 elF2
! inattivo attivo
- tRMA imiziatore
GTP
. Subunitd Abosomiale abe — G
“ roircns con il TRk
i;ii:}i:tlnpre legato A GDP
GDP
+
m-“ = olF28
elFdE g elFZ EALTRI FATTORI £
— m D1 INIZIC 51 DISSOCIA - ” lt;nggs;Tyrﬁom
- e L
elF4E  cappuccio 5° 21 LEGA are elF2 IN ECCESSO
ulteriori fattor LA SUBLIMITA P p RIMANE NELLA
Pat o Kt | | SUA FORMA
| GTPI i intzic | mfgé%:léu GDP GDP GDP  INATTIVA, LEGATA
P E QA A GDP,
o | A "1 LA PROTEINA olF2 FOSFORILATO E LA SINTESI
3¢ -3 WE" CHINASI SEQUESTRA TUTTO PROTEICA
ALG FOSFORILA elF2 L’elF2B COME RALLENTA

e (B) COMPLESSO INATTIVO DRASTICAMENTE




Controllo dell’espressione: Meccanismi per la localizzazione degli mRNA

proteina ancora Spesso un dato mRNA deve essere tradotto o localizzato in
elolalele una regione specifica della cellula.
~ 1. Alcuni mRNA (disegno a sinistra) viaggiano verso la loro
¢ f\ T /5 - destinazione associandosi con motori del
y g p W citoscheletro. Raggiunta la loro destinazione, gli mRNA
‘ = ] sono tenuti in posizione da proteine ancora
NASS i P P '
2. Altri mRNA diffondono a caso attraverso il citosol e
sono semplicemente intrappolati da proteine ancora
Qolalelo Slolelolo Qlelalelo nei loro siti di localizzazione (disegno al centro).
% o .t L S 3. Alcuni mRNA (disegno a destra) sono degradati nel
it f s SJ‘ citosol, a meno che non si siano legati, per diffusione
™ ”',5 5 casuale, a una proteina ancora che protegge ’RNA
! e T SN ) dalla degradazione.
~ o4l "
trasporto diretto diffusione casuale degradazione generalizzata Ciascun meccanismo richiede segnali specifici sull’'m RNA,
sul citoscheletro e intrappolamento in combinazione con protezione 9 g ’ C
locale per intrappo|ament° Che Sono postl dl norma nell UTR 3 .




Meccanismi di localizzazione degli mRNA : P-Bodies e Granuli da Stress

NUCLEO

CITOSOL

MRNA @ AAA

(

P
N\
P-body

(

— s = &2
if—
. -
traduzione
granulo da stress

P-body (o corpi di processamento) — Condensati Biomolecolari

Quando un mRNA non viene piu attivamente tradotto, spesso si
sposta nei P-body, dove si trova di fronte diversi possibili destini:

1. 1 P-body sono ricchi di enzimi che degradano UmRNA
parzialmente degradato;

2. Alcuni mRNA integri possono essere immagazzinati nei P-body in
una forma repressa e, a seconda delle necessita della cellula,
possono essere spostati nel citosol e “riattivati”

Gli mRNA immagazzinati in questo modo codificano spesso proteine
di cui la cellula ha bisogno rapidamente

Granuli da Stress — Condensati Biomolecolari

Si formano quando la cellula subisce un blocco improvviso della
traduzione, che sia causato da deprivazione di nutrienti.

Questi trattamenti permettono di completare la traduzione in corso
ma bloccano Uinizio di nuovi eventi di traduzione.

Quando le condizioni di stress cessano liberano gli mRNA
immagazzinati.




RNA non codificanti e Regolazione genica: RNA Interference

Piccoli RNA a singolo filamento (20-30 nt) agiscono come guide per riconoscere RNA bersaglio tramite

appaiamento di basi.

Effetti:
 SumRNA maturi ~ inibizione
traduzione o degradazione.

e SuRNA in trascrizione >
reclutamento cromatina

repressiva > blocco trascrizione.

Tre classi principali:
* miRNA (microRNA)
* siRNA (smallinterfering RNA)
* piRNA (Piwi-interacting RNA).

#-.
RNA interferente RNA
"‘: bersaglio
proteine Argonauta

o Piwi

¢ ! R

i i repre_ssinnq tradqziong}g formazione di eterocromatina
dol EINA Doaagilo e e a livello del DNA da cui I'RNA

dell’'RNA bersaglio bersaglio & stato trascritto



RNA non codificanti e Regolazione genica: miRNA

| microRNA (miRNA)

* Oltre 1000 miRNA prodotti dal genoma umano.

 Regolano almeno meta dei geni codificanti proteine.

* Funzione: controllano traduzione e stabilita degli
mRNA.

* Biogenesi:
* Trascrittida RNA pol Il » pri-miRNA (concap 5'e
coda poliA) > Processati > nel citoplasma in pre-
miRNA (~23 nt).

Caratteristiche funzionali dei miRNA

* Un singolo miRNA puo regolare centinaia di mRNA
diversi.

* Controllo combinatorio: piut miRNA cooperano su uno
stesso mRNA target.

* Vantaggio:
* Occupa poco spazio genomico.
* Permette regolazioni fini e dinamiche.

Pri-miRNA DROSHA/
TAG'LIO PASHA
ACCORCIAMENTO
A
NUCLEO
CITOSOL
TAGLIO
Pre-miRNA JDEEOE@ “DICING” DICER
A
‘ DEGRADAZIONE DI UN FILAMENTO
Argonauta
e altre proteine 4 5 RISC
corrispondenza Wndenza meno estesa
T AAAAA \v—m’ AAAAA
.mFlNA & ‘1 .mF!NA
l “SLICING”
@ ]Cm IIIIT, AAAAA
ATP
ADP
rilascio di RISC
e suo riutilizzo
@ AAAAA
! \

RAPIDA REPRESSIONE TRADUZIONALE,
DEADENILAZIONE E, NELLA MAGGIOR PARTE
DEI CAS|, DEGRADAZIONE
DELL'mRNA

DEGRADAZIONE RAPIDA DELL'mRNA



RNA non codificanti e Regolazione genica: miRNA

Meccanismo dettagliato del miRNA
* Pre-miRNA forma una forcina a doppio filamento.
* Processamento:
* Drosha (nucleo) - taglia pri-miRNA.
 Exportina 5 - trasporto citoplasmatico.
* Dicer - genera duplex > uno scartato, 'altro guida
RISC.

Nei mammiferi:
* Regola soprattutto tramite regione “seme” di 7 nt
al5'.
« Determina repressione traduzione +
degradazione.

ILcomplesso RISC
Il MiRNA maturo si associa a proteine formando il
complesso RISC (RNA-Induced Silencing Complex).

Proteina chiave: Argonauta (Ago):
» Trattiene la regione 5' del miRNA.
» Favorisce 'appaiamento con sequenze
complementari di mRNA target (di solito nel’UTR
3')

Pri-miRNA

TAG'LIO
ACCORCIAMENTO
A
AR l NUCLEO
CITOSOL
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Pre-miRNA “DICING”
A
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- A
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® g AAAAA
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v ‘
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A M RAPIDA REPRESSIONE TRADUZIONALE,
DEGRADAZIONE RAPIDA DELL'mRNA DEADENILAZIONE E, NELLA MAGGIOR PARTE

DEI CAS|, DEGRADAZIONE
DELL'mRNA



RNA non codificanti e Regolazione genica: miRNA

Destini delUmRNA legato a miRNA

Appaiamento esteso (comune nelle piante, raro negli
animali):
* Taglio (slicing) delUmRNA da parte di Argonauta.
* Rimozione coda poliA > degradazione da
esonucleasi.
* RISC/miRNA riciclati su altri mRNA.

Appaiamento parziale (tipico nei mammiferi):
* Repressione della traduzione.
* Trasporto nei P-bodies > degradazione o
stoccaggio temporaneo.

Reclutamento di deadenilasi > accorciamento poliA.

nucleotidi 3’ OH (fine del’RNA)
che vanno in cerca {
del’RNA bersaglio /

— microRNA

sito attivo in cui sono mostrati due ioni Mg?*
necessari per il taglio

Pri-miRNA
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PASHA
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A
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RNA non codificanti e Regolazione genica: siRNA

l DICER TAGLIA L'RNA

g LU LR LT ™

Argonauta SIRNA Argonauta
e altre proteine L e altre proteine
del RISC A [T del RITS
RISC _._ RITS
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W AMAA @
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DEADENILAZIONE E, NELLA MAGGIOR PARTE
DEI CASI, DEGRADAZIONE
DELL'mRNA

METILAZIONE DEGLI ISTONI
METILAZIONE DEL DNA
REPRESSIONE TRASCRIZIONALE

RNAi come difesa cellulare

* Le proteine che regolano i miRNA hanno anche un
ruolo difensivo.

* Funzione: degradazione di RNA estranei, spesso a
doppio filamento.

* Fonti di RNA ds (double strand):
* Virus (durante il ciclo vitale).
* Elementi trasponibili.

* RNA interference = meccanismo per mantenere
sotto controllo invasori molecolari.

Formazione dei siRNA

* RNAds attira ilcomplesso con Dicer.

* Dicertaglia URNA in frammenti di ~23 coppie di
nucleotidi = siRNA.

Processo successivo:
* siRNA duplex legato da Argonauta (Ago) + RISC.
* Uno dei due filamenti degradato.
* Filamento guida rimasto - indirizza RISC verso
RNA complementari (virus/trasposoni).




RNA non codificanti e Regolazione genica: siRNA

RNA a dOppiO filamento LT L T T LR TR

1 DICER TAGLIA L'RNA

UL ELEETLET ™ A
RNA rgonauta
siR m e altre pmtgine

LR del RITS

istone metiltrasferasi
/
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\
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metilazione degli istoni  proteine che legano l RNA polimerasi
istoni metilati
METILAZIONE DEGLI ISTONI
METILAZIONE DEL DNA
REPRESSIONE TRASCRIZIONALE

RNAIi e silenziamento trascrizionale

* Inalcunicasipuo bloccare la trascrizione
stessa del gene.

e Meccanismo: formazione del complesso
RITS (RNA-Induced Transcriptional
Silencing).

ILcomplesso RITS

* Composizione: siRNA + Argonauta + altre
proteine.
* Riconosce trascritti complementari
emergenti da RNA polimerasi ll.

* RITS recluta proteine che modificano
covalentemente DNA e istoni.

e Risultato: formazione di eterocromatina
costitutiva.




siRNA pathway

Infezione
virale

Trascrizione di
entrambi i
filamenti
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Taglio endonucleotidico
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Frammenti di mRNA

Deadenilazione e decapping
Taglio endonucleotidico

RNA non codificanti e Regolazione
genica: siRNA

siRNA vs miRNA

Somiglianze:

 Entrambiusano Dicer, Argonauta, RISC.

 Entrambi cercano bersagli tramite
appaiamento di basi.

Differenze:

 siRNA: derivano da RNA ds esogeni (virus,
trasposoni, RNA sintetici).

* miRNA: derivano da geni endogeni regolatori.

Origine evolutiva:
 siRNA =forma piu antica di RNA..
* miRNA =raffinamento evolutivo successivo.




RNA non codificanti e Regolazione genica: piRNA

| piRNA (Piwi-interacting RNA)

* Associati a proteine Piwi (famiglia Argonauta).

* Presenti soprattutto nella linea germinale.

* Ruolo principale: protezione contro i trasposoni.

Vulnerabilita della linea germinale
* Durante la gametogenesi:
* Molte modifiche istoniche e metilazioni del DNA
vengono cancellate.
* |trasposonivengono liberati dai vincoli
repressivi.
* Lalinea germinale diventa altamente vulnerabile al
movimento dei trasposoni.
* | piRNA agiscono come sistema di difesa specifico.

Meccanismo d’azione dei piRNA
* Appaiamento complementare con RNA
trasposonici.
* Taglio delUmRNA trasposonico.
* Reclutamento di complessi che compattano il
DNA in eterocromatina repressiva.

denovo
@ o@. @
89 e®®
@9
| : - !
E10 E15 BiLh P5
Nucleus ? DNA methylation

piRNA precursor transcription LINE1 or IAP element transcription

# H3K9me3

Po2 = e Y A o’ )
WTM_/\/\ ol b § \?C* BN/ 4

3

Lo 1 ‘:- N
\» 2 i
| g DNmT34
HMTase (_[‘NIJ! '8 Targeted de novo
DNA methylatiol
Mwi2 L
LINE1 or IAP transcript
Cytoplasm
Inchworming Loading of MIWI2
with secondary piRNAs
5" processing ) l ~37 nt inlermediates Miwi2
/\g/\./
l Secondary piRNAs
ML ? - -
3" processing L WA\ 3 No 10 nt overiap with primary piRNA /\ﬁ\/\J
piRNA intermediate Tn‘mmer‘ / "\
Ampificationof | —"_— Ping-pong NN
; s ~_~ \ cyde :
primary piRNAs u
3’ methylation MLl HENMT1 Secondary piRNAs
U'\_/\ )
2'0-me « /
MILI

u

k/\/ M
Secondary piRNA biogenesis

Primary piRNA biogenesis

Fonte: Ernst, C., et al., The emergence of piRNAs against transposon invasion to preserve mammalian genome integrity. Nat Commun 8, 1411 (2017). https://doi.org/10.1038/s41467-017-01049-7



RNA non codificanti e Regolazione genica: LhcRNA

IncRNA (long non coding RNA) = RNA > 200
nucleotidi

* Genoma umano: stima di circa 5000 LlncRNA.
* Caratteristiche comuni:

* Trascrittida RNA polll.

* Possiedono cap 5' e coda poli(A).

* Spesso soggetti a splicing.

Funzioni note degli IncRNA
* RNA della telomerasi
* RNA Xist, inattivazione del cromosoma X
* RNA coinvolti nel'imprinting

*Altri ruoli descritti:

* Inattivazione di regolatori trascrizionali.
* Modifica dello splicing.
* Blocco della traduzione di mRNA.

* Controllo dell’attivita enzimatica delle proteine.

Ty )
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0 g

“RNA “DNA
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controlla la trascrizione
del gene sullo stesso cromosoma
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//" AGISCE
IN TRANS
-IncRNA —
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RNA non codificanti e Regolazione genica: LhcRNA

Tre caratteristiche unificanti degli IncRNA

1.Scaffold molecolari:

* Riuniscono piu proteine per coordinarne le funzioni.

 Segmenti stem-loop dell’RNA = siti di legame
proteici.

2. Sequenze guida:

 Appaiamento con DNA o RNA complementari.
* Portano con sé proteine associate in prossimita dei

target.

3. Organizzatori di condensati biomolecolari:

* Es.rRNA (nucleolo), mRNA (P-bodies, granuli da

stress).
* Grazie a molteplici interazioni intramolecolari

deboli.
* Alcuni lncRNA fungono da “impalcature” per

condensati.

(A)

IncRNA

“RNA

“DNA



RNA non codificanti e Regolazione genica

siRNA pathway miRNA pathway piRNA pathway
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Il Folding delle Proteine

Perché servono le chaperon proteina appena sintetizzata Proteine
. c Proteina
molecolari Denaturazione misfolded
. . 1NN A Danneggiamento .y 0 O, B
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Le Chaperon Molecolari: le Heat Shock Proteins (hsp)

Proteine dello shock da calore (hsp)

* Molte chaperon = proteine da shock
termico (hsp).
* Prodotte in grandi quantita in risposta a:
* Temperature elevate (es. 42 °C).
* Accumulo di proteine malripiegate.

hsp70:
* Presentiin citosol, mitocondri,
reticolo (BiP).
* Associano alribosoma > guidano
proteine durante la sintesi.
hsp60 (chaperonine):
* Formano camere a barile > folding in
compartimenti isolati.
hsp90:
* Forniscono forze meccaniche per
aiutare il ripiegamento.

Tutte consumano ATP per ciclidi legame e
rilascio.

i \l /f? FE——
>

mal ripiegata stabile

TRASFERIMENTO

Lo Gl \

W
‘0

- 3

-
‘/ o)
3 @ &
proteina 4\
RILASCIO /") ripiegata 85

E RIATTACCO correttamente

PASSO PER
PASSO DI hsp70
TRASFERIMENTO
A CHAPERONINE
DEL TIPO hsp60



Le Chaperon Molecolari: le hsp70

ILtunnel di uscita del ribosoma

 Lamaggior parte del ripiegamento proteico
avviene solo dopo 'emergenza dal tunnel.

* Rivestimento “antiaderente” (rRNA 23S + superfici
idrofobe/idrofile).

Meccanismo delle hsp70

* Legano brevi tratti idrofobi (2 5 aa) mentre
emergono dal ribosoma.

 Bloccano aggregazione prematura.
e Cicliregolati da:
* Idrolisi ATP » ADP - chiusura stretta.

* Nuovo ATP > apertura e rilascio.

 Piumolecole di hsp70 possono cooperare sullo
stesso substrato.

* Ruolo: folding precoce e post-ribosomiale.
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Le Chaperon Molecolari: le hsp70

proteina ripiegata siti idrofobi
non correttamente che legano
o in modo incompleto la proteina

'\ m

complesso di proteine
tipo hsp60

coperchio GroES 6
[}
/ T — am— %\ * proteina
ripiegata
é & / correttamente
\
! 2 t

ADP + P

Meccanismo delle hsp60 (chaperonine)
Struttura a barile con coperchio.

Fase 1:ingresso della proteina malripiegata (zone idrofobe attratte).
Fase 2: chiusura del coperchio + idrolisi ATP = interno diventa idrofilo.
Fase 3: proteina ha tempo/spazio per ripiegarsi correttamente.

Fase 4: apertura del coperchio - rilascio della proteina (corretta o meno).




Il Sistema Ubiquitina Proteasoma

Quando le proteine devono essere eliminate

* Non tutte le proteine riescono aripiegarsi

Il sistema ubiquitina—proteasoma

* Enzimi specializzati attaccano ubiquitina (Ub) a una
lisina della proteina bersaglio.

* Siforma una catena di poliubiquitina (K48-linked) =
segnale di distruzione.

* Destinazione finale: proteasoma, la “camera di
demolizione” cellulare ricca di proteasi progressive.

correttamente.
* Segnale principale di errore: zone idrofobe
esposte.
* Esito: marcatura con ubiquitina >
degradazione.
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Struttura del proteasoma

* Core 20S: cilindro centrale, 4 anelli
eptamerici.
 Contiene le proteasi > degradazione in
peptidi corti.

 Cappucci 19S: posti alle estremita.
* Riconoscono proteine ubiquitinate.
 Contengono proteine AAA (unfoldasi) >
svolgono e introducono il substrato.

Meccanismo di azione del proteasoma

1.Riconoscimento della catena di
poliubiquitina (K48).

2.Secondo controllo: la proteina deve avere
anche una regione non ripiegata.

3.Deubiquitinazione > ubiquitinariciclata.

4.Svolgimento + traslocazione nel core (ATP-
dipendente).

5.Degradazione completa in peptidi di 7-9 aa.

Proteasoma
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Quando UAssemblaggio va Storto: Le Fibrille Amiloidi

La mancata eliminazione delle proteine non
correttamente avvolte genera 'accumulo di aggregati
insolubili di fibrille amiloidi.

Definizione: aggregati di B-foglietti stabili e
autopropaganti.

’accumulo di fibre amiloidi € alla base di alcune
patologie che prendono il nome di amiloidosi (es:
Parkinson, Alzheimer e Diabete)

Struttura:
* Catene polipeptidiche identiche impilate - pila
continua di B-foglietti.
* | B-filamenti sono disposti perpendicolarmente
all’asse della fibrilla.
* Due pile si accoppiano > motivo a croce-.

Proprieta:
e Struttura fibrosa non ramificata.
* Larghezza: 5-15 nm.
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Le Fibrille Amiloidi

Molte proteine potrebbero, in teoria, adottare
conformazioni amiloidi.

Basta un breve segmento polipeptidico per
formare lo scheletro della fibrilla.

Fisiologicamente, meccanismi di controllo di
qualita cellulariimpediscono 'aggregazione.

Invecchiamento: i sistemi di controllo decadono
> aumentano gli aggregati patologici.

* Accumulo intracellulare di fibrille:
* Puo portare a morte cellulare.
* Danni particolarmente gravi nei tessuti non
rigenerativi, come il cervello.

* Patologie correlate:
* Malattia di Alzheimer.
* Malattia di Parkinson.

* Lefibrille amiloidi sono quindi al centro delle principali
malattie neurodegenerative.
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Le Fibrille Amiloidi: a-Sinucleina e Parkinson

a-Sinucleina: proteina associata alla malattia di * Fogli B si impilano > formazione di fibrille lineari.
Parkinson. * Due fogli identici si accoppiano > struttura a croce-.
* Una cerniera idrofoba stabilizza U'interazione.
Meccanismo di aggregazione:

* Monomero (140 aa) - in parte disordinato. Varianti: la stessa sequenza di a-sinucleina puo
* Segmento B (= 57 aa) > sidispone a foglio B. produrre fibrille diverse.
N cerniera idrofoba tra due p-foglietti
;4 che formano la colonna di fibrille
¥ (\ Q

A interfaccia tra
i due p-filamenti

(A)

Proteina tau > Malattia di Alzheimer.




Malattie da Prioni

Origini del concetto di prione

1967 - ).S. Griffith propone Uipotesi protein-only:
* Agentiinfettivicomposti solo da proteine, privi di acidi
nucleici.
* Responsabili di malattie neurodegenerative fatali.

1982 - S. Prusiner conia il termine prione (proteinaceous
infectious particle).

Evidenze sperimentali

* Nelle preparazioni purificate di tessuti nervosi infetti e stata
isolata solo una proteina, senza acidi nucleici.

* Ipotesidi Griffith/Prusiner supportata da:
* Proprieta di ripiegamento e conformazione proteica.
* Differenti sequenze amminoacidiche - differenti
conformazioni e funzioni.

Malattie da prioni: un caso particolare

Diversamente da Alzheimer e Parkinson, le malattie da prioni:
* Possono diffondersi da un organismo all’altro.
* Sitrasmettono attraverso il consumo di tessuti
contenenti proteine prioniche malripiegate.

Patologie correlate:
* Scrapie - pecore.
« CJD (Creutzfeldt-Jacob Disease) > esseri umani.
*  Kuru > esseri umani.
« BSE (Bovine Spongiform Encephalopathy) > bovini
(“mucca pazza”), trasmissibile anche all’uomo.

D!

Fibrille v f
amiloidogeniche
intermedie :

Deposito

Fibrilla amiloide

Ma come riusciva a propagarsi senza passare per il genoma?




Malattie da Prioni: La Proteina Prionica

Proteina PrP (Prion-related Protein) codificata dal gene PRNP (cromosoma 20p). Due
forme principali:

1. PrP
* Presente in neuroni e altri tessuti.
e Struttura prevalente ad a-elica, con brevi tratti a foglietto .
* Funzioni ipotizzate: trasporto ioni (rame), segnalazione cellulare, formazione
di sinapsi.

2. PrP*

* Riscontrata nei tessuti infetti.

e Struttura con foglietti B estesi.

* Resistente alle proteasi - difficile degradazione.
Induce la conversione conformazionale della PrP normale.
* Avvia un circuito di feedback positivo > propagazione rapida della forma
malata.
Diffusione cellula a cellula nel cervello > neurodegenerazione e morte
cellulare.

La trasmissione alimentare ¢ il principale rischio
Caso storico: diffusione della BSE dagli animali all’uomo.
In assenza di PrP*, la conversione spontanea della PrP normale € estremamente improbabile.

(&) la proteina pricnica pud assumera
una forma anomala mal ripiegata

cambiameanto
conformazionale

molto raro
—i

proteina PriP forma prionica
normale anomala
della proteina PrP
(PrP)

(B) la proteina mal ripiegata pud indurre
la formazicne di aggregati proteici
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la proteina mal ripiegata
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l nella conformazione
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la conversione

‘ ’ di pil proteine PrP?
nella conformazione
v mal ripiegata
g crea una fibrilla

amiloide stabile

aggregato proteico
in forma di fibrilla amiloide
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