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LEZIONE 9: 

REGOLAZIONE POST-TRASCRIZIONALE 
DELL’ESPRESSIONE GENICA. MICRORNA 

E RNA INTERFERENCE 



Lezione 9 
 (5 novembre 2012) 

•  La localizzazione dell’mRNA 
•  I meccanismi di controllo post-trascrizionale dell’mRNA 
•  RNA interference 
•  microRNA 

Allison cap. 4, 9, 13 
Alberts cap. 6 
Watson cap. 7, 8 



Figure 7-102  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Il genoma compatto di HIV 

Il trasporto dal nucleo può essere regolato 



Figure 7-103a  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Il trasporto dal nucleo può essere regolato 



Figure 7-103b  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Il trasporto dal nucleo può essere regolato 



Figure 7-104  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Alcuni mRNA sono localizzati in regioni specifiche del 
citoplasma (3’UTR) 



Figure 7-106a  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Le regioni non tradotte al 5’ e 3’ degli mRNA ne 
controllano la traduzione 

Nei batteri 

Es: proteine ribosomali controllano la propria 
traduzione 



Figure 7-106b  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Termosensori 



Figure 7-106c  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Ribointerruttori (riboswitches) 



Figure 7-106d  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Es: proteine di deposito del ferro nei batteri 

RNA antisenso 



Figure 7-107  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

La fosforilazione di un fattore di inizio regola in modo 
globale la sintesi proteica 



Figure 6-72  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



Figure 6-72 (part 1 of 5)  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Negli eucarioti il complesso Met-
tRNAi è prima caricato nella 
subunità ribosomale minore insieme 
ad altre proteine chiamate fattori di 
inizio eucariotici, eIF 

Solo il Met-tRNAi è capace di 
legarsi alla subunità minore senza 
che sia presente il ribosoma 
completo, e si lega direttamente al 
sito P 

Quindi la subunità minore si lega al 
5’ del mRNA che viene riconosciuta 
in virtù del suo cappuccio e dei 
fattori eIF4E e eIF4G  



Figure 7-107  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

La fosforilazione di un fattore di inizio regola in modo 
globale la sintesi proteica 



Figure 7-107a  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



Figure 7-107b  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



Figure 7-108  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

L’inizio della traduzione può essere regolata da sequenze 
nel 5’UTR 

IRES: sito interno di ingresso dei ribosomi 



Figure 6-72 (part 1 of 5)  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Negli eucarioti il complesso Met-
tRNAi è prima caricato nella 
subunità ribosomale minore insieme 
ad altre proteine chiamate fattori di 
inizio eucariotici, eIF 

Solo il Met-tRNAi è capace di 
legarsi alla subunità minore senza 
che sia presente il ribosoma 
completo, e si lega direttamente al 
sito P 

Quindi la subunità minore si lega al 
5’ del mRNA che viene riconosciuta 
in virtù del suo cappuccio e dei 
fattori eIF4E e eIF4G  



Figure 7-109  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Due meccanismi di degradazione di mRNA eucariotici 

L’espressione dei geni può essere controllata da un 
cambiamento nella stabilità nell’mRNA 



Figure 7-110  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Degradazione dell’mRNA dipendente da deadenilazione 

Competizione tra traduzione dell’mRNA e degradazione dell’mRNA 



Figure 7-111  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Due controlli post-trascrizionali mediati da ferro 



Figure 7-112  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Piccoli RNA non codificanti regolano molti geni eucariotici: 
micro RNA e RNAi 



Science 20 December 2002 vol.298!



Interferenza a RNA e micro RNA 

Napoli et al., (1990) 
Jorgensen et al., (1996) 

Ambros, V. A (1989).  
Arasu P, Wightman B, Ruvkun G. (1991).  



nucleo"

dsRNA"

 cap  AAAAAA 
RNA target"

LʼRNA interference (RNAi) è un processo 
naturale di silenziamento post-trascrizionale 
dellʼespressione genica iniziato da RNA a 
doppio filamento (dsRNA) di sequenza omologa 
al gene target. 



nucleo"

LʼRNA interference (RNAi) è un processo 
naturale di silenziamento post-trascrizionale 
dellʼespressione genica iniziato da RNA a 
doppio filamento (dsRNA) di sequenza omologa 
al gene target. 



Uso terapeutico dell’ RNA interference 

19 nt duplex"

2 nt 3’ overhangs"

Respiratory syncitial virus, Fase II 
Diabetic Macular Edema, Fase II 
Acute kidney injury, Fase I 
Tumore epatico, Fase I 
Tumori solidi, Fase I 

Age-related Macular Degeneration, Fase II 



Uso terapeutico dell’ RNA interference 

Trial clinico per uso di RNA interference contro HIV (Benitec/City of Hope) 
Fase II 



    Cosa è l’RNA interference 

    Come è stata scoperta 

    Come funziona 

    Qual é il suo ruolo 

    micro RNA 

    RNAi e fenomeni epigenetici 



dsRNA (A 
form) 

RNA a doppio filamento 

(dsRNA =“double stranded RNA”) 





La sovraespressione del gene CHS (Chalcone synthase) in petunia 
porta alla perdita della pigmentazione del fiore 

Cosuppression 

L’ introduzione di un transgene causa la soppressione sia del gene 
introdotto che di quello endogeno. 

Napoli et al., (1990) 
Jorgensen et al., (1996) 



Nel fungo filamentoso Neurospora crassa l’introduzione di un 
transgene causa il silenziamento del gene endogeno omologo 
albino-1 (al-1) codificante per un gene del pathway biosintetico di 
pigmenti carotenoidi. 

Quelling 

L’ introduzione di un transgene causa la soppressione sia del gene 
introdotto che di quello endogeno. 

Romano e Macino (1992) 
Cogoni et al., (1996) 

wt al-1 wt + transgene al-1 



Il silenziamento del gene avviene a livello post-trascrizionale: I 
trascritti vengono prodotti ma sono rapidamente degradati nel 
citoplasma e non si accumulano 

Post-transcriptional gene silencing (PTGS) 

Trascrizione 

Traduzione 

Endogene                                 Transgene 

DNA 

mRNA 

Proteina 



L’infezione da parte di un virus puo’ silenziare i geni virali e quelli 
endogeni che con questi abbiano omologia 

Virus-induced gene silencing (VIGS) 

Ruiz et al., (1998) 



Guo e Kemphues (1995), usano RNA antisenso per studiare la 
funzione del gene par-1. Come atteso, l’iniezione dell’antisenso 
abolisce l’espressione di par-1. 

RNA interference nei Nematodi 

Curiosamente, pero’, anche l’iniezione del controllo senso 
abolisce l’espressione di par-1!!!! 

Fire e Mello (1998), iniettano per primi dsRNA in Caenorhabditis 
elegans  ed ottengono un silenziamento molto piu’ efficace che con il 
solo antisenso. 



Inibizione dell’espressione di mex3 in Caenorhabditis elegans 
mediante RNAi 

RNA interference nei Nematodi 

Fire et al., (1998) 

• Iniezione di RNA 
nelle gonadi di adulti 

• Analisi di embrioni a 
stadio a quattro 
cellule: ibridazione in 
situ 



Nature 391, 806 - 811 (19 February 1998)  
Potent and specific genetic interference by double-stranded RNA in 
Caenorhabditis elegans  
ANDREW FIRE*, SIQUN XU*, MARY K. MONTGOMERY*, STEVEN A. KOSTAS*†, SAMUEL E. DRIVER‡ & CRAIG C. MELLO‡  

Experimental introduction of RNA into cells can be used in certain biological systems to interfere with the function 
of an endogenous gene1,2. Such effects have been proposed to result from a simple antisense mechanism that 
depends on hybridization between the injected RNA and endogenous messenger RNA transcripts. RNA interference 
has been used in the nematode Caenorhabditis elegans to manipulate gene expression3,4. Here we investigate the 
requirements for structure and delivery of the interfering RNA. To our surprise, we found that double-stranded RNA 
was substantially more effective at producing interference than was either strand individually. After injection into 
adult animals, purified single strands had at most a modest effect, whereas double-stranded mixtures caused 
potent and specific interference. The effects of this interference were evident in both the injected animals and their 
progeny. Only a few molecules of injected double-stranded RNA were required per affected cell, arguing against 
stochiometric interference with endogenous mRNA and suggesting that there could be a catalytic or amplification 
component in the interference process. 

 RNAi in C. elegans. Silencing of a green fluorescent protein (GFP) reporter in C. elegans occurs when  
animals express GFP dsRNA (a) but not in animals that are defective for RNAi (b). 



RNA interference nei Nematodi 
Modalita’ di somministrazione: 

• “Feeding” 

• “Soaking” 

• Iniezione 

Studi di genetica funzionale 



RNA interference in Drosophila 
Microiniezione di dsRNA 
in embrioni 

..oppure 

Espressione in vivo di 
sequenze ripetute 
invertite omologhe al 
gene da silenziare 

Misquitta e Paterson (1999) 

Mutante twist 

RNAi twist 

Mutante engrailed 

RNAi engrailed 



RNAi: uno strumento per inibire lʼespressione genica  in vivo	


Piante	


Drosophila	
Cellule 
HeLa	


C. elegans	




RNAi: uno strumento per inibire lʼespressione genica  in vivo	


•  C. elegans (Fire et al., 1998)"
•  Drosophila (Carthew et al., 1998) "
•  Planaria (Newmark et al., 1998)"
•  Tripanosoma (Ullu et al., 1998) "
•  Idra (Lohmann et al., 1999)"
•  Zebrafish (Wargelius et al., 1999)"
•  Topo (Wianny & Zernicka-Goetz, 2000)"
•  “cosuppression” in piante"
•  “quelling” in Neurospora	




Cosuppression, PTGS, Quelling, VGS  
apparivano inizialmente come processi differenti. 

L’identificazione in diversi organismi di mutanti difettivi in questi processi  
e la caratterizzazione di RNA molto piccoli ha permesso 

di formulare una teoria unificatrice. 



Come funziona lʼRNAi? 

A livello post-trascrizionale…….."

in due fasi fondamentali!"



La presenza di piccoli RNA correla con 
lʼRNA interference 

• In piante in cui sta avvenendo 
PTGS sono presenti RNA di 
circa 25 nt, che sono assenti 
in piante non silenziate 

• Questi piccoli RNA sono 
complementari sia al senso 
che all’antisenso del gene 
silenziato 

Hamilton e Baulcombe (1999) 



processamento del dsRNA in frammenti di 21-23 nt "

34 
27 
21 
20 
16 

Prima fase:  !

Zamore et al.,  (2001)"

•  dsRNA incubato con lisati di 
embrioni di Drosophila viene 
processato a specie di 21-23 
nucleotidi 

•  Il processo richiede ATP 



short-interfering RNA"

processamento del dsRNA in frammenti di 21-23 nt "
Prima fase:  !

Dicer 



Dicer contiene due dominii di tipo RNAsi III  

siRNAs"

dsRNA lungo"



Gli siRNA hanno una struttura definita 

19 nt duplex"

2 nt 3’ overhangs"



Tuschl ( 2002)"

Il filamento antisenso degli siRNA guida il taglio "
Seconda fase:  !



RNA-induced silencing complex 

RISC 



Il filamento antisenso degli siRNA guida il taglio "
Seconda fase:  !

• Il duplex siRNA lega  
RISC, un complesso 
multiproteico contentente 
anche delle nucleasi 

• L’attivazione di RISC e’ 
ATP-dipendente e 
richiede lo svolgimento 
del duplex siRNA 



Meccanismo dellʼ RNAi 



Meccanismo dellʼ RNAi 



Meccanismo dellʼ RNAi 



In tutti gli organismi esistono varie proteine Ago: 

 8 uomo 
 10 Arabidopsis 
 5 Drosophila 
 27 C. elegans 
 1 S.pombe (no miRNA, si siRNA) 
 1 Archea (no miRNA, no siRNA)  

ma solo alcune sono associate a RISC 

La famiglia ARGONAUTE (Ago) 



• in vitro e’ in grado di tagliare RNA target 
in presenza di siRNA 

Ago e’ lo “slicer” del RISC 



Figure 7-113  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



Dicer 

Ago e’ il core catalitico del RISC 



Qual è il ruolo biologico "
di RNAi?	




Funzioni di RNAi "

•  Controllo di acidi nucleici parassiti esogeni (=virus) 

•  Controllo di acidi nucleici parassiti endogeni (=trasposoni) 

•  Regolazione temporale dello sviluppo mediante 
repressione della traduzione (e controllo della stabilita’ di 
mRNA): stRNA (miRNA) 

•  Regolazione dello stato della cromatina 

•  ? 



Soppressori virali di RNAi "

Cmv2b 



Piccoli RNA che inibiscono la traduzione "

I genomi di C. elegans, Drosophila, uomo e piante codificano per 
micro RNA (miRNA)=small temporal RNA (stRNA) 	




Lo small temporal RNA lin-4 

• In C.elegans le linee cellulari hanno 
caratteristiche distinte nei 4 stadi larvali 

• Screening genetici per difetti nel controllo 
temporalle dello sviluppo embrionale 
avevano identificato i loci lin-4 e lin-14 con 
effetti opposti sullo stadio L1 

Ambros, V. A 1989. Cell 
Arasu P, Wightman B, Ruvkun G. 1991. Gen. Dev. 



Piccoli RNA che inibiscono la traduzione "

Gli stRNA lin4 e let7 controllano le fasi dello sviluppo in 
C. elegans reprimendo la traduzione di lin-14 e lin-41.	




Piccoli RNA che inibiscono la traduzione "



• centinaia di miRNA in tutti gli organismi (metazoi 
e piante) 

• miRNA codificati da virus (EBV, Herpes virus, 
HIV) 

……oggi 

78    D.melanogaster 
116   C.elegans 
232  H.sapiens 
112   A.thaliana  



miRNA 

umani  



Organizzazione genomica 

microRNA intergenici 

microRNA intronici 

microRNA codificati in esoni o 3’-UTR  

miRNA	


miRNA 

pri-miRNA 

c    ccuccu   -     a    cc u              gaguug       cau  
 cugg      gca gugcc cgcu  g guauuugacaagcu      gacacuc   g 
 ||||      ||| ||||| ||||  | ||||||||||||||      |||||||   u 
 gacc      cgu cacgg guga  c cauaaacuguuuga      cugugag   g 
-    ---auu   a     c    ac c              ------       aug  

3’-UTR 



Piccoli RNA che inibiscono la traduzione "

Lau et al., (2001)	






Meccanismi post-trascrizionali 

Degradazione 
 dell’mRNA 

Repressione  
traduzionale 

Complementarieta’ imperfetta 

Complementarieta’ perfetta 



Repressione traduzionale 

• l’mRNA e’ caricato normalmente sui poliribosomi 
• calano solo i livelli di proteina e non quelli dell’mRNA 

lin 4 miRNA 

• la repressione da miRNA avviene dopo l’inizio della 
traduzione (elongazione ?) 



Repressione traduzionale 

• la repressione dipende solo dal 3’-UTR 

• servono piu’ siti riconosciuti dal miRNA all’interno del 3’-UTR 

• spesso piu’ miRNA sono coinvolti nella repressione di un 
singolo mRNA 

• I primi 8-9 nt al 5’ del miRNA sono cruciali per il 
riconoscimento del target 



Degradazione del messaggero 

• l’appaiamento con il target e’ perfetto 
• l’appaiamento e’ nella sequenza codogenica dell’mRNA 

• Il taglio e’ effettuato da un fattore proteico del complesso 
RISC 
• l’mRNA e’ degradato da esonucleasi cellulari 

miRNA 
mRNA 



Figure 7-112  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 

Piccoli RNA non codificanti regolano molti geni eucariotici: 
micro RNA e RNAi 



Biosintesi 
dei 
miRNA	




RNAi e silenziamento della cromatina	


•  I centromeri contengono 
ripetizioni e sono spesso 
eterocromatici (silenziati) 	


• Delezioni del macchinario di 
RNAi causano spesso de-
silenziamento dei centromeri	


Il complesso RITS 
(RNA induced transcriptional silencing) 



Il complesso RITS 
(RNA induced transcriptional silencing) 

S. pombe 



Figure 7-115  Molecular Biology of the Cell (© Garland Science 2008) 



Cell Cycle. 2005 
siRNA Induced Transcriptional Gene Silencing in Mammalian Cells. 
Kawasaki H, Taira K, Morris KV 

Nature. 2004  
Induction of DNA methylation and gene silencing by short interfering 
RNAs in human cells. 
Kawasaki H, Taira K. 

miRNA e metilazione della cromatina? 

miRNA 



Inibizione trascrizionale da miRNA 

RNA	


A 

B 

miRNA 

miRNA mRNA 



RNAi e mobilita’ dei trasposoni 	


• I trasposoni sono elementi di DNA ripetuti	


• Delezioni del macchinario di RNAi causano 
attivazione della trasposizione	


• L’RNA interference mantiene silenti i trasposoni.	



