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1. INTRODUZIONE 

1.1 RNA non codificanti 

Il termine RNA non codificante (ncRNA) viene utilizzato per indicare una molecola 

di RNA che non codifica per una proteina ed è ormai chiaro che molecole di questo 

tipo rivestono un importante ruolo nella regolazione di diverse attività cellulari. 

La porzione di genoma che codifica per i ncRNA è ridotta nei Procarioti (meno del 

25%), mentre negli Eucarioti, e in particolare negli Eucarioti superiori, la gran parte 

del trascrittoma è rappresentato da RNA non codificanti per proteine (25-50% del 

genoma negli Eucarioti inferiori e più del 50% in quelli superiori) (Mattick, 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I primi ncRNA vennero identificati negli anni Sessanta grazie al loro alto livello di 

espressione; successivamente altri furono scoperti mediante subfrazionamento di 

estratti nucleari, altri grazie all’associazione con proteine specifiche, alcuni grazie a 

mutazioni o particolari fenotipi dovuti alla sovraespressione. Negli ultimi anni sono 

state effettuate ricerche bioinformatiche mirate a individuare brevi motivi di sequenza 

E. coli S. cerevisiae
A. thaliana

D. melanogaster

M. musculus

H. sapiensE. coli S. cerevisiae
A. thaliana

D. melanogaster

M. musculus

H. sapiens

Figura 1.1: il rapporto DNA non codificante/DNA totale (riportato in ordinata) aumenta 

all’aumentare della complessità degli organismi. In azzurro sono rappresentati i Procarioti, 

in nero gli Eucarioti inferiori, in grigio N. crassa, in verde le piante, in viola gli 

invertebrati (nematodi, insetti), in giallo C. intestinalis (urocordato) e in rosso i vertebrati 

(adattato da Mattick, 2004). 
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caratteristici di alcuni ncRNA o altre caratteristiche quali sequenze conservate in 

regioni intergeniche in specie correlate oppure la presenza di promotori o terminatori 

orfani (Storz, 2002). 

I ncRNA possono essere divisi in due classi: gli RNA “housekeeping”, 

costitutivamente espressi ed essenziali per la vitalità della cellula, e gli RNA di 

regolazione, coinvolti nella regolazione di vari aspetti dell’espressione genica (Morey 

and Avner, 2004). 

 

 

 

 
 

1.1.1 RNA “housekeeping” 

Di questa classe fanno parte gli RNA coinvolti nel processamento e nella 

modificazione di trascritti primari, nella traduzione e nel controllo di qualità di 

quest’ultima, nonché l’RNA della telomerasi, l’RNA della SRP e i “vault RNA”. 

Tra i primi ritroviamo gli “small nuclear RNA” (snRNA), gli “small nucleolar RNA” 

(snoRNA), i “guide RNA (gRNA) e l’RNA della RNasi P. 

• snRNA: questi RNA abbondanti e non poliadenilati agiscono nel nucleoplasma; 

formano complessi ribonucleoproteici coinvolti nello “splicing” del pre-mRNA, 

in cui il ruolo della componente ribonucleica è quello di appaiarsi alla giunzione 

TRASCRITTI

mRNA RNA non codificanti

RNA di regolazione RNA housekeeping

snoRNARegolatori della 
trascrizione/ struttura 
della cromatina

Regolatori della 
traduzione

Modulatori della 
funzione proteica

Regolatori della 
localizzazione di 
RNA/proteine

Altri (?)

tRNA

rRNA

snRNA

tmRNA

RNA della RNasi P

vRNA

gRNA

MRP RNA

SRP RNA

RNA della telomerasi

TRASCRITTI

mRNA RNA non codificanti

RNA di regolazione RNA housekeeping
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Altri (?)
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RNA della RNasi P

vRNA

gRNA

MRP RNA
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RNA della telomerasi
 

Figura 1.2: rappresentazione del trascrittoma. Sono elencati sia RNA presenti in tutti gli organismi 

(es.: tRNA), sia RNA comuni ai soli Eucarioti (es.: snRNA), sia RNA esclusivamente batterici (es.: 

tmRNA). Per altri dettagli vedi testo. 
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introne-esone. Durante la reazione di “splicing” avvengono inoltre appaiamenti 

tra gli snRNA stessi. Nei Metazoi è presente una snRNP (U7 snRNP) non 

coinvolta nello “splicing” dell’mRNA ma nella formazione dell’estremità 3’ dei 

pre-mRNA degli istoni (Matera et al., 2007). Gli snRNA vengono trascritti 

dalla RNA polimerasi II, tranne U6, trascritto dalla RNA polimerasi III. 

• snoRNA: di questo gruppo si parlerà in modo specifico in seguito. 

• gRNA: questa classe di RNA guida la modificazione dell’estremità 5’ dei pre-

mRNA (“RNA editing”) nei Tripanosomatidi. 

• RNasi P RNA: la RNasi P è un complesso ribonucleoproteico richiesto per la 

formazione dell’estremità 5’ dei tRNA; la componente catalitica è costituita 

dall’RNA. In S. cerevisiae le prime fasi del processamento dei tRNA 

avvengono nel nucleolo, in cui si è osservato un arricchimento in RNA della 

RNasi P (Bertrand et al., 1998). Correlato a questo RNA è anche l’RNA della 

RNasi MRP (vedi paragrafo 1.6.1). 

Gli RNA coinvolti nella traduzione sono i “transfer RNA” (tRNA) e gli RNA 

ribosomiali (rRNA), mentre il tmRNA è implicato nel controllo di qualità. 

• tRNA:  questi piccoli RNA legano e trasportano uno specifico amminoacido e 

riconoscono, mediante l’appaiamento di basi, uno specifico codone sull’mRNA, 

durante la traduzione. Presentano una caratteristica struttura secondaria a 

trifoglio e anche la struttura terziaria è conservata; nei tRNA maturi sono 

presenti particolari basi, generate per modificazione chimica, dopo la sintesi. 

Negli Eucarioti i tRNA vengono sintetizzati dalla RNA polimerasi III. 

• rRNA:  i ribosomi sono particelle ribonucleoproteiche costituite da due 

subunità. Nei Procarioti la subunità più grande (50S) comprende 31 proteine e 

due specie di RNA, il 23S e il 5S, mentre la più piccola (30S) comprende 21 

proteine e l’rRNA 16S: quest’ultimo si appaia alla sequenza a monte del codone 

di inizio dell’mRNA. Nei mammiferi la subunità grande (60S) è formata da 49 

proteine e tre specie di RNA, 25S (28S nei Mammiferi), 5.8S e 5S, la piccola 

(40S) è costituita da 33 proteine e l’rRNA 18S. I geni per gli rRNA 25S, 5.8S e 

16S sono riuniti in gruppi: la trascrizione da parte della RNA polimerasi I 

genera un unico RNA precursore, successivamente processato e modificato. 

L’rRNA 5S è trascritto invece dalla RNA polimerasi III. Sia nei Procarioti che 
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negli Eucarioti gli rRNA maggiori presentano una struttura secondaria 

complessa; è provato che l’rRNA interagisce con mRNA e tRNA durante la 

traduzione e attualmente si pensa che l’attività peptidil transferasica del 

ribosoma sia dovuta all’rRNA della subunità grande. Gli rRNA presentano basi 

modificate chimicamente che conferiscono stabilità alla struttura e si pensa che 

possano essere importanti per la funzione dell’RNA. Negli Eucarioti queste 

modificazioni sono prevalentemente guidate dagli snoRNA. 

• tmRNA:  questo RNA presente nei batteri è richiesto per il rilascio del ribosoma 

nel caso di blocco della traduzione. È costituito da una porzione “tRNA-like” 

amminoacilata che permette l’ingresso nel ribosoma e a cui viene trasferita la 

catena polipeptidica; l’mRNA in traduzione è rimpiazzato quindi dalla porzione 

“mRNA-like” codificante per un segnale di degradazione della proteina. 

• RNA della telomerasi: la funzione di questo RNA è di fornire un sito di 

aggancio per la trascrittasi inversa, oltre a essere il templato per la replicazione 

dei telomeri. Nei vertebrati l’RNA della telomerasi appartiene alla famiglia 

degli snoRNA H/ACA box e si localizza nel nucleolo tranne che nel momento 

della replicazione dei telomeri, mentre in lievito questo RNA appartiene alla 

famiglia degli snRNA leganti le proteine Sm. 

• SRP RNA: questo RNA fornisce il sito di aggancio per le proteine che formano 

il complesso della SRP, che riconosce il peptide segnale presente all’N-

terminale delle proteine destinate al reticolo endoplasmatico. Il legame di SRP 

al segnale avviene durante la traduzione della proteina. 

• vRNA:  i “vaults” sono complessi ribonucleoproteici citoplasmatici con 

funzione sconosciuta, presenti nei Vertebrati. Sono costituiti da tre proteine e da 

uno o più RNA la cui lunghezza è variabile; per gli RNA la sequenza primaria 

non è altamente conservata mentre è simile la struttura secondaria predetta. 

Questi RNA sono trascritti dalla RNA polimerasi III (Kickhoefer et al., 1993). 

1.1.2 RNA di regolazione 

Questi RNA regolano aspetti dell’espressione genica sia nei Procarioti che negli 

Eucarioti, agendo a vari livelli, dalla regolazione della trascrizione al controllo della 

traduzione, e con diversi meccanismi di azione. In questo gruppo si trovano i “micro 
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RNA” (miRNA), gli RNA coinvolti nel “silencing” (p. es. Xist in H. sapiens) e nella 

attivazione di alcuni geni (p. es. roX1 e roX2 in Drosophila). 

I miRNA possono indurre il silenziamento post-trascrizionale di un gene mediante 

repressione della traduzione dell’mRNA; sono coinvolti nel controllo dello sviluppo e/o 

nelle funzioni tessuto-specifiche. I primi miRNA sono stati individuati in C. elegans 

ma sono presenti anche in altri organismi (Zhao and Srivastava, 2007). 

Tra gli altri RNA di regolazione ricordiamo Xist, la cui espressione e il conseguente 

accumulo sono richiesti per il silenziamento di uno dei cromosomi X nelle femmine di 

mammifero: Xist si propaga lungo il cromosoma che lo ha prodotto, inattivandolo. 

L’espressione di Xist è controllato da un altro ncRNA, Tsix (RNA antisenso rispetto a 

Xist), che si sovrappone al locus Xist; Tsix è espresso in modo continuo dal cromosoma 

attivo mentre è represso sul cromosoma inattivo. 

1.2 Small nucleolar RNA 

Gli snoRNA sono componenti di particelle ribonucleoproteiche (snoRNP) coinvolte 

nella maturazione non solo degli rRNA ma anche di altri RNA, nelle cellule 

eucariotiche; la loro funzione viene svolta nel nucleolo, da cui il nome. 

Una snoRNP è costituita da una singola molecola di RNA, un ristretto numero di “core 

proteins” e un numero variabile di altre proteine caratteristiche di ciascuna particolare 

snoRNP. Il ruolo dell’RNA è quello di guidare la modificazione della molecola di RNA 

bersaglio mediante appaiamento delle basi, mentre l’attività catalitica è fornita da una 

delle proteine del “core”. 

Le snoRNP hanno un’origine antica in quanto sono presenti ortologhi nei Protisti e 

negli Archaea: poiché si pensa che non esista un vero e proprio nucleolo in questi 

ultimi, gli snoRNA sono chiamati “small RNA” (sRNA) (Gaspin et al., 2000; Omer et 

al., 2000). 

Un ristretto numero di snoRNA è richiesto per il processamento endonucleolitico del 

pre-rRNA mentre numerosi sono necessari per la formazione di nucleotidi modificati: 

pseudouridine e nucleotidi 2’-O-metilati. 

Gli snoRNA sono divisi in due grandi famiglie, definite in base alla presenza di 

elementi di sequenza conservati: gli snoRNA H/ACA box che guidano le 

pseudouridilazioni e gli snoRNA C/D box che guidano le metilazioni sul ribosio. Gli 
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snoRNA coinvolti nel processamento del pre-rRNA possono appartenere a una famiglia 

oppure all’altra. 

1.3 snoRNA C/D box 

Questa classe di snoRNA presenta due elementi caratteristici: la box C (RUGAUGA) e 

la box D (UCUGA) posizionate rispettivamente vicino all’estremità 5’ e 3’ del 

trascritto maturo; frequentemente sono presenti anche altri due elementi degenerati, 

indicati come box C’ e D’ (Kiss-Laszlo et al., 1998). Il motivo C/D box è coinvolto nel 

legame delle proteine del “core” e in altri processi probabilmente dipendenti da questo 

legame, quali la maturazione dello snoRNA stesso (se questo è trascritto in forma di 

precursore), la eventuale ipermetilazione del “cap” al 5’ (Speckmann et al., 2000) e la 

localizzazione, nonché la (eventuale) attività di metilazione. 

Sono presenti una o due sequenze guida situate 1-2 nucleotidi al 5’ rispetto alla box D o 

D’, lunghe 9-21 nt e complementari alla regione da modificare. La metilazione avviene 

sul nucleotide posizionato 5 (a volte 6) nucleotidi a monte della box D o D’. Anche 

alcuni snoRNA richiesti nel processamento possiedono elementi guida, ad esempio la 

specie U14 che è richiesta sia per il processamento che per la metilazione dell’rRNA 

18S (Li et al., 1990; Dumbar and Baserga, 1998).  

 

A questa famiglia appartiene anche il primo snoRNA identificato, nonché il meglio 

conosciuto: U3. Questo snoRNA è richiesto, assieme alle proteine con cui è associato, 

Box D’ Box C’

Box D
Box C

Box D’ Box C’

Box D
Box C

Figura 1.3: struttura di un tipico 

snoRNA C/D box. È mostrato anche 

l’appaiamento con l’rRNA substrato. 
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per il taglio del pre-rRNA ai siti A0, A1 e A2 in lievito (Beltrame et al., 1994) (figura 

1.8) e ai siti A0, 1, 2, 3 in X. laevis. (Borovjagin and Gerbi, 1999). 

U3 presenta molte caratteristiche che lo distinguono dagli altri snoRNA C/D box: 

possiede sei brevi motivi di sequenza conservati, chiamati box A’, A, C’, B, C e D; è 

presente una regione detta “cerniera”, non conservata, ma importante, insieme agli 

elementi in 5’ (box A’ e A), per l’appaiamento con il pre-rRNA (Beltrame and 

Tollervey, 1995). I motivi formati dalle altre box (motivi B/C e C’/D) si trovano nella 

porzione 3’ della molecola e sono richiesti per il legame delle proteine “core” 

(Samarsky and Fournier, 1998). L’ordine di successione degli elementi è invariante in 

organismi diversi. 

 

1.4 snoRNA H/ACA box 

Anche questa famiglia è caratterizzata dalla presenza di due elementi di sequenza, la 

cui posizione nella struttura secondaria è conservata: la box H (ANANNA) e la box 

ACA (ACA); questi snoRNA hanno una tipica struttura secondaria composta da due 

forcine separate da una regione cerniera in cui si trova la box H, mentre la box ACA è 

posizionata all’estremità 3’ (Ganot et al., 1997). Nei Tripanosomatidi e in E. gracilis, al 

contrario, questo gruppo di snoRNA presenta una sola forcina e una box AGA, invece 

della box ACA (Liang et al., 2004; Russell et al., 2004). 

Figura 1.4: struttura dello snoRNA 

U3 di X. laevis. Sono evidenziate le sei 

box, la regione cerniera (H) il braccio 

terminale al 3’e il “cap” al 5’. I motivi 

B/C e C’/D sono racchiusi da linee 

tratteggiate 
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Le due box sono coinvolte nel legame delle proteine del “core” e da questo dipendono 

la stabilità dell’RNA, la corretta localizzazione, il corretto processamento dello 

snoRNA (se necessario) e la eventuale attività di pseudouridilazione. 

Le sequenze guida (una o due) sono contenute nelle regioni non appaiate che 

interrompono le forcine: l’uridina da modificare viene a trovarsi a una distanza di 14-16 

nt dalla box H o ACA (figura 1.5). 

 

1.5 Le “core proteins” 

Gli snoRNA di entrambe le famiglie si associano stabilmente a quattro proteine dette 

“core proteins”, diverse a seconda che lo snoRNA sia C/D o H/ACA box; si pensa che 

queste proteine siano universalmente presenti tra gli Eucarioti e sono stati inoltre 

identificati degli ortologhi tra gli Archaea. 

1.5.1 Proteine della snoRNP C/D box 

Il nome indicato è quello della proteina di S. cerevisiae, tra parentesi è riportato il nome 

dell’ortologo presente in H. sapiens. Queste proteine sono tutte essenziali. 

• Snu13p (15.5K protein): è la prima proteina che si lega allo snoRNA ed è 

anche presente nella snRNP U4. In entrambi i casi Snu13p interagisce con il 

motivo di struttura detto “kink turn”; è probabile che il legame di questa 

proteina provochi un riarrangiamento della struttura dell’RNA in modo da 

creare un sito di legame per le altre proteine. Snu13p è essenziale per la stabilità 

di tutti gli snoRNA C/D box e la sua deplezione, così come la deplezione delle 

Figura 1.5: struttura tipica di 

uno snoRNA H/ACA box. È 

mostrata l’interazione con 

l’rRNA substrato 
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altre tre proteine del “core”, inibisce la localizzazione nucleolare della snoRNP 

(Watkins et al., 2002). In S. cerevisiae questa proteina mostra una significativa 

somiglianza con la proteina ribosomiale L30 (Bachellerie et al., 2002). 

• Nop1p (fibrillarina):  si suppone che questa sia la subunità catalitica della 

snoRNP C/D box, anche se non è ancora stato dimostrato direttamente; l’ipotesi 

è fondata sulla presenza di quattro brevi elementi di sequenza conservati in 

diversi tipi di metilasi che utilizzano S-adenosilmetionina come donatore di 

gruppi metile e sul fatto che mutazioni nella regione contenente questi motivi 

provoca il blocco della metilazione dell’rRNA in modo globale (Tollervey et 

al., 1993). Inoltre snoRNP C/D box purificate presentano attività metilasica 

sito-specifica in vitro e Nop1p, presente in questi complessi, è in grado di legare 

S-adenosilmetionina (Galardi et al., 2002). Nop1p si lega alle box D e D’ 

(Cahill et al., 2002), in lievito è essenziale per la stabilità solo di alcuni 

snoRNA C/D box (policistronici e intronici) e probabilmente è in grado di 

interagire con l’esosoma, responsabile del processamento in 3’ degli snoRNA 

(Lafontaine and Tollervey, 2000). Anticorpi diretti contro la fibrillarina 

caratterizzano la malattia autoimmune umana scleroderma (Ochs et al.,1985). 

• Nop58p (hNop58p): è essenziale per l’accumulo degli snoRNA C/D box e si 

lega alla box C (Cahill et al., 2002). In lievito interagisce con una proteina non 

essenziale, Nop17p, richiesta per la ritenzione nel nucleolo delle proteine del 

“core” e per la corretta formazione del complesso (Gonzales et al., 2004). 

• Nop56p (hNop56p): è correlata a Nop58p, essendo le due proteine identiche 

per il 45%, compreso il dominio carbossiterminale ricco in residui di lisina, 

aspartato e glutammato (dominio KKD/E) che comunque non è richiesto per il 

legame all’RNA (Lafontaine and Tollervey, 1999); entrambe sono simili a 

Prp31p (61-kDa protein), un componente del complesso U4-U6/U5 snRNP 

(Watkins et al., 2000). Al contrario di Nop58p, richiede Nop1p per 

l’associazione allo snoRNA (Lafontaine and Tollervey, 2000) e si è inoltre 

osservato che, nonostante la somiglianza tra le proteine, nessuno dei due geni 

può funzionare come soppressore multicopia nel caso in cui sia distrutto l’altro 

(Gautier et al., 1997). 

 



1. Introduzione 

 11 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5.2 Proteine della snoRNP H/ACA box 

Così come le proteine della snoRNP C/D box, anche queste sono tutte essenziali. 

• Cbf5p (diskerina): è quasi certamente la componente catalitica del complesso, 

in quanto possiede tre sequenze tipiche delle pseudouridina sintasi. Mutazioni 

puntiformi introdotte in questi elementi provocano la distruzione globale delle 

pseudouridilazioni nell’rRNA di lievito (Zebarjadian et al., 1999). Come 

Nop58p e Nop56p presenta un dominio KKE/D (Lafontaine and Tollervey, 

1999). Mutazioni nella diskerina umana sono state correlate alla diskeratosi 

congenita, una malattia rara che colpisce il midollo osseo, la pelle e le mucose. 

• Gar1p (hGar1p): è in grado di interagire direttamente con lo snoRNA. Non è 

richiesta per la stabilità dell’RNA, al contrario delle altre tre proteine “core”, 

mentre è necessaria per la corretta funzione della snoRNP; inoltre è richiesta per 

la coesione della snoRNP (Henras et al., 2004). Come Nop1p, presenta delle 

ripetizioni ricche in glicina e arginina (Lafontaine and Tollervey, 1999). Per la 

sua importazione nel nucleo è richiesta l’interazione con l’endonucleasi Rnt1p e 

la mancata formazione del complesso inibisce anche l’importazione di Cbf5p e 

Nhp2p (Tremblay et al., 2002). 

• Nhp2p (hNhp2p): anche questa proteina è in grado di interagire direttamente 

con lo snoRNA ed è correlata a Snu13p (Bachellerie et al., 2002) (in lievito le 

due proteine sono identiche al 38% e simili al 61%); tuttavia non è stato 
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Figura 1.6: la snoRNP C/D box. Sono 

mostrate le quattro “core proteins”. 
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che D’ ma Nop56p si lega solo a 

livello del motivo C’/D’. Snu13p 

interagisce solo a livello del motivo 

C/D. 
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individuato nessun “kink turn” negli snoRNA H/ACA e il sito di legame per 

Nhp2p non è stato definito precisamente. La funzione di questa proteina, negli 

Archaea, è svolta dalla proteina ribosomiale L7Ae che lega anche gli sRNA 

C/D box e probabilmente fa parte della sRNP H/ACA box (Rozhdestvensky et 

al., 2003). 

• Nop10p (hNop10p): è richiesta per la stabilità dello snoRNA; può interagire 

direttamente con Cbf5, anche in assenza delle altre componenti della snoRNP 

(Henras et al., 2004). Il legame di Nop10p a Cbf5p estende e rafforza il sito 

attivo di quest’ultima (Hamma et al., 2005). 

 

 

1.6 Le funzioni degli snoRNA 

1.6.1 Processamento del pre-rRNA 

La trascrizione dei geni per rRNA da parte della RNA polimerasi I genera un unico 

trascritto (pre-rRNA 35S), che successivamente viene processato per dare origine agli 

rRNA 18S, 5.8S e 25S.  

In Saccharomyces cerevisiae sono richieste le snoRNP C/D U3 (siti di taglio A0, A1, 

A2) e U14 (siti A1, A2), le snoRNP H/ACA snR30 e snR10 (siti A1, A2), oltre a 

numerose altre proteine quali Rnt1p, Rat1p, Xrn1p, il complesso dell’esosoma 

(coinvolti anche nella maturazione degli snoRNA) e la RNasi MRP (figura 1.8). 

Figura 1.7: la snoRNP H/ACA box. 
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Quest’ultima è un complesso ribonucleoproteico, presente solo negli eucarioti, la cui 

prima funzione riportata è stata quella di taglio dei piccoli RNA che servono come 

“primer” nella replicazione del DNA mitocondriale, funzione da cui deriva il nome 

(“M itochondrial RNA-Processing”). Successivamente si è osservata la localizzazione 

nucleolare e la richiesta per il taglio al sito A3 (Schmitt and Clayton, 1993). La struttura 

secondaria dell’RNA MRP (che attualmente si tende a classificare come snoRNA, non 

appartenente però a nessuna delle due famiglie) è simile a quella dell’RNA dell’RNasi 

P, otto delle nove proteine della RNasi P fanno parte della RNasi MRP e inoltre 

dall’allineamento dei pre-rRNA batterici ed eucariotici è emerso che i siti di taglio della 

RNasi P batterica e della RNAsi MRP eucariotica hanno posizione simile: questi dati 

hanno permesso di ipotizzare che il gene per l’RNA MRP derivi dalla duplicazione del 

gene per l’RNA della RNasi P (Morrissey and Tollervey, 1995; Xiao et al., 2002). 

Si ritiene che le snoRNP U3 e U14 siano universali tra gli Eucarioti e che U3 sia la 

prima a legarsi al pre-rRNA nascente, vicino al 5’; si pensa che questa snoRNP sia 

fondamentale per la formazione di un complesso attivo necessario per il 

processamento, di cui fanno parte almeno 40 proteine, lo “small-subunit (SSU) 

processome” (Dragon et al., 2002; Bernstein et al., 2004). Nei Vertebrati sono presenti 

altre due snoRNP C/D conservate, necessarie per il processamento del pre-rRNA, U8 e 

U22. 
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Figura 1.8: in alto è riportata l’organizzazione dei geni per rRNA in S. cerevisiae: l’rRNA 5S è 

trascritto dalla RNA polimerasi III in senso opposto rispetto agli altri rRNA. Sotto è riportato il 

processamento del pre-rRNA 35S: sono indicate tutte le componenti richieste per ogni singolo 

passaggio. Il precursore 27SA2 è tagliato preferenzialmente al sito A3 (dal sito 

http://homepages.ed.ac.uk/dtoller/). 
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1.6.2 Modificazioni chimiche dell’rRNA 

Come già detto gli snoRNA guidano due tipi di modificazioni chimiche: la metilazione 

del ribosio e la pseudouridilazione. La metilazione aumenta la superficie idrofobica e 

blocca gruppi chimici del ribosio che potenzialmente possono formare ponti idrogeno; 

anche la formazione di pseudouridine altera le possibilità di formazione di legami 

idrogeno, mediante l’aggiunta di un donatore di protoni. Queste modificazioni 

avvengono principalmente sul pre-rRNA 35S, subito dopo il taglio all’estremità 3’ 

(Venema and Tollervey, 1999). 

 

 

 

Una modificazione, o un gruppo di modificazioni, possono avere effetti su varie 

caratteristiche dell’RNA, quali il ripiegamento, la stabilità, l’interazione con proteine 

ribosomiali. Nessuna singola modificazione risulta essere essenziale, mentre in lievito 

l’eliminazione globale di un gruppo di modificazioni, conseguente a mutazioni 

puntiformi nelle componenti enzimatiche, provoca gravi effetti sulla crescita (Tollervey 

et al., 1993). Mappe tridimensionali mostrano che regioni del ribosoma importanti per 

la funzione sono ricche in modificazioni, ma lo sono anche regioni non direttamente 

coinvolte nella traduzione (Decatur and Fournier, 2002); è ragionevole ipotizzare che 

nucleotidi modificati presenti nel centro con attività peptidil-transferasica del ribosoma 

siano coinvolti nel riconoscimento e nel legame dell’amminoacil-tRNA, nella reazione 

di formazione del legame peptidico, nella traslocazione del tRNA dal sito A al sito P e 

nell’uscita del tRNA dal ribosoma. 

Base Base 

 Figura 1.9: sulla sinistra è mostrata la reazione di metilazione, sulla destra la reazione di 

pseudouridilazione. 
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In S. cerevisiae vengono metilati 55 siti e 44 sono pseudouridilati: gli snoRNA che 

guidano le pseudouridilazioni sono stati tutti identificati e in totale sono 28 (Schattner 

et al., 2004; Torchet et al., 2005), mentre il numero di snoRNA C/D box conosciuti è 

46: il coinvolgimento nell’attività di metilazione o nel taglio endonucleolitico è stata 

verificata solo per 43 di questi (Lowe and Eddy, 1999; Davis and Ares, 2006) mentre 

per uno (snR190) la funzione di guida nella metilazione è stata solo predetta e per gli 

altri due (snR4 e snR45) la funzione è attualmente ignota (Piekna-Przybylska et al., 

2007). Al momento non si è ancora riusciti a localizzare precisamente uno dei siti 

metilati presenti nella subunità piccola del ribosoma (Lowe and Eddy, 1999), mentre 

una delle 55 metilazioni (Gm2922 nell’rRNA 25S) è catalizzata da una proteina 

essenziale, Spb1p. Questa proteina agisce in una fase tardiva del processamento 

dell’rRNA, durante la maturazione del pre-rRNA 27S, al contrario delle snoRNP; il sito 

modificato fa parte del sito accettore del tRNA nella regione con attività peptidil-

transferasica della subunità grande del ribosoma, è universalmente conservato e sembra 

svolgere un ruolo preminente nella biogenesi e nella funzione del ribosoma. Inoltre 

Spb1p è in grado di metilare anche Um2921, in mancanza di snR52 (Bonnerot et al., 

2003; Lapeyre and Purushothaman, 2004). Anche l’unica pseudouridilazione 

dell’rRNA 5S attualmente nota (ψ50) è catalizzata da una proteina, Pus7p. In H. 

sapiens invece i siti metilati attualmente conosciuti sono 105-107 (Gonzales et al., 

2005) e quelli pseudouridilati sono circa 91 (Ofengand and Bakin, 1997). 

Anche alcune basi dell’rRNA risultano essere modificate, ma si ritiene che le reazioni 

siano catalizzate da proteine piuttosto che da complessi RNA-proteina: attualmente, in 

S. cerevisiae, sono note Dim1p (dimetilazione in posizione 6 di A1781 e A1782 

nell’rRNA 18S) e Bud23p (metilazione in posizione 7 di G1575 dell’rRNA 18S). La 

dimetilazione dell’rRNA 18S è una delle poche modificazioni conservate tra batteri ed 

eucarioti, ma tale modificazione non risulta essere essenziale in lievito, mentre si 

ipotizza che Dim1p (una proteina essenziale) sia coinvolta in un meccanismo di 

controllo della biosintesi del ribosoma (Lafontaine et al., 1998). La modificazione delle 

basi è la sola modificazione che risulti più frequente nei Procarioti (24 su 38 

modificazioni totali) che negli Eucarioti (in S. cerevisiae 10 su 112 modificazioni 

totali). 
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1.6.3 Modificazioni chimiche di altri RNA 

Il primo RNA bersaglio degli snoRNA, differente dagli rRNA, che è stato individuato è 

lo snRNA U6 (Tycowski et al., 1998): questo snRNA è metilato in organismi 

pluricellulari, ma anche in S. pombe e sembra che questa modificazione sia coinvolta 

nella regolazione fine dello “splicing” (Zhou et al., 2002). Successivamente si è visto 

che anche gli snRNA U2 e U4 in topo sono modificati (Huttenhofer et al., 2001). 

Recentemente è stato osservato che in S. cerevisiae una delle tre pseudouridilazioni 

dello snRNA U2 è guidata da snR81 (Ma et al., 2005), che comunque guida anche una 

modificazione dell’rRNA. 

In C. elegans sono stati individuati potenziali siti bersaglio in vari tRNA, caso per ora 

unico tra gli Eucarioti; inoltre è stata osservata la presenza, in alcuni snoRNA, di due 

elementi antisenso diretti verso molecole di RNA bersaglio con differente 

localizzazione (ad esempio l’rRNA nel nucleolo e uno snRNA nei “Cajal bodies”) 

(Zemann et al., 2006). 

1.6.4 snoRNA “orfani” 

I bersagli di alcuni snoRNA risultano essere ancora sconosciuti e tali snoRNA vengono 

chiamati “orfani”. Il loro ruolo potrebbe essere legato al taglio dell’rRNA oppure 

potrebbero guidare svariati tipi di RNA al nucleolo come, ad esempio, alcuni mRNA 

che vi sono localizzati temporaneamente, o alcuni pre-tRNA, il cui processamento in 5’ 

avviene nel nucleolo (Bachellerie et al., 2002). 

1.7 Rilascio degli snoRNA dal pre-rRNA 

Il meccanismo mediante il quale le snoRNP si appaiano e si dissociano dall’rRNA è 

ancora sconosciuto, ma l’associazione e la rottura dei legami tra snoRNA e rRNA 

implica cambiamenti sia energetici sia topologici, in particolare nel caso degli snoRNA 

che guidano metilazioni, per i quali esiste un appaiamento minimo di 12 bp (13 in 

lievito). Da uno studio su vari organismi sono stati individuati, all’interno dei duplex 

che si formano tra rRNA e snoRNA C/D box, nove appaiamenti per i quali si osserva 

fortemente il mantenimento dell’appaiamento mediante mutazioni compensatrici (Chen 

et al., 2007). In lievito sono state identificate due elicasi DEAD box coinvolte nel 

rilascio degli snoRNA: Dbp4p (Kos and Tollervey, 2005) e Has1p (Liang and Fournier, 
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2006). In mancanza di queste proteine gli snoRNA rimangono appaiati all’rRNA, e 

risultati simili sono stati osservati anche per altre due proteine prive di attività elicasica, 

Esf1p (Peng et al., 2004) e Esf2p (Hoang et al., 2005), indicando che il processo di 

rilascio è qualcosa di complesso che richiede l’azione coordinata di svariati fattori. 

1.8 snoRNA tessuto-specifici e “imprinting” 

Negli Eucarioti superiori sono stati identificati numerosi snoRNA, gran parte dei quali 

C/D box, la cui espressione è tessuto-specifica: molti di questi sono espressi 

esclusivamente nel cervello o in particolari regioni di esso (Cavaillé et al., 2000). Una 

caratteristica dei geni per questi snoRNA è l’essere soggetti al fenomeno detto 

“imprinting” per cui l’espressione del gene è ristretta all’allele di origine materna o 

paterna; un’eccezione è costituita dallo snoRNA HBI-36 (in uomo; in topo MBI-36) il 

cui gene si trova in un introne del gene per il recettore della serotonina 5-HT2c, 

collocato sul cromosoma X; questo è al momento l’unico snoRNA H/ACA cervello-

specifico individuato. 

In alcuni casi più copie di geni per uno snoRNA sono ripetute in tandem e risultano 

essere molto conservate, al contrario delle sequenze circostanti; non è tuttavia noto se 

tutte le copie vengano espresse (Cavaillé et al., 2000). 

La funzione di questi snoRNA non è ancora stata chiarita: forse sono coinvolti nei 

meccanismi di “imprinting”, guidando particolari proteine in regioni cromosomiche 

soggette a questo fenomeno, oppure possono appaiarsi a RNA bersaglio non ancora 

definiti (Bachellerie et al., 2002). In uno snoRNA (HBII-52) è stato tuttavia individuato 

un elemento antisenso complementare all’mRNA per il recettore della serotonina 2C: 

pare che questo snoRNA influenzi lo “splicing” alternativo dell’mRNA (Kishore and 

Stamm, 2006). I geni per questo snoRNA si trovano in una regione genomica coinvolta 

nelle sindromi di Praeder-Willi e di Angelman, ma recentemente è stato escluso un 

ruolo preminente per questo “cluster” nella sindrome di Praeder-Willi (Runte et al., 

2005). 

1.9 Small Cajal body RNAs (scaRNAs) 

I “Cajal bodies” (CB) sono organelli nucleari spesso localizzati vicino ai nucleoli, 

coinvolti nella biogenesi di snRNA e snoRNA; non sono presenti in S. cerevisiae. 
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Particelle altamente correlate alle snoRNP, le scaRNP, risiedono in queste strutture, 

dove sono coinvolte nella modificazione degli snRNA. Il primo scaRNA individuato è 

stato U85 (Jady and Kiss, 2001), che presenta sia le box C/D che H/ACA e dirige la 

metilazione e la pseudouridilazione dello snRNA U5. Tutti gli scaRNA identificati 

finora possiedono le box di una classe e/o dell’altra e inoltre, nelle molecole che 

presentano le box H/ACA, sono presenti due copie di un segnale di localizzazione nei 

“Cajal bodies”, le “CAB box” (consenso ugAG): le box funzionano in modo additivo 

dal momento che la distruzione di una provoca un parziale rilascio verso il nucleolo; è 

inoltre importante il contesto strutturale delle box e l’integrità delle box H e ACA. 

Probabilmente le CAB box costituiscono un sito di legame per proteine che mediano la 

ritenzione dell’RNA nei “Cajal bodies” (Henras et al., 2004); non è chiaro come gli 

scaRNA C/D box, che mancano delle CAB box, siano trattenuti nei “Cajal bodies”. 

1.10 Gli sRNA degli Archaea 

Negli Archaea, gli sRNA sono generalmente più piccoli rispetto agli snoRNA 

eucariotici. Gli sRNA C/D box possiedono tipicamente sia la box C’ che D’: entrambe 

differiscono di poco rispetto alle box C e D; questi sRNA si associano a tre tipi di “core 

proteins”: la proteina ribosomiale L7Ae (omologo di Snu13p), la fibrillarina e 

Nop56/58 (omologo sia di Nop56p che di Nop58p). A differenza della snoRNP 

eucariotica, la sRNP degli Archaea è simmetrica; la fibrillarina si lega allo sRNA 

mediante Nop56/58. 

In P. furiosus è stata rilevata la presenza di sRNA C/D box, legati alle proteine 

caratteristiche di questa classe, ma circolari (Starostina et al., 2004); RNA circolari 

sono già stati descritti in altri organismi, ma in nessuno di questi casi è nota una 

funzione in processi cellulari (se si escludono naturalmente i genomi a RNA di alcuni 

virus). Le sRNP C/D box possono metilare gli rRNA ma anche tRNA: in H. volcanii lo 

sRNA che guida la metilazione di due nucleotidi nel pre-tRNATrp (modificazione 

necessaria per lo “splicing”) è contenuto nell’introne dello stesso tRNA ed agisce in 

trans, cioè la metilazione è guidata da una sRNP già esistente e autonoma (Singh et al., 

2004); inoltre è stato dimostrato che la funzione guida può essere svolta dall’introne 

exciso sia nella forma lineare che circolare. 
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Gli sRNA H/ACA box possiedono una unica forcina seguita dalla box ACA e lo 

“stem” superiore forma un motivo “K-turn” non presente negli Eucarioti; le “core 

proteins” legate sono quattro: Cbf5 (che pare prendere contatto direttamente con lo 

sRNA), L7Ae (omologo di Nhp2p), Gar1 e Nop10. Ad oggi sono pochi gli sRNA 

H/ACA box identificati, in accordo con il fatto che, negli Archaea, il contenuto di 

pseudouridine nell’rRNA è basso. 

Per quanto riguarda l’organizzazione genomica, i geni per sRNA C/D box sono 

prevalentemente localizzati in regioni intergeniche e in alcuni casi si sovrappongono al 

3’ o al 5’ delle ORF fiancheggianti (Bachellerie et al., 2002); non sono ancora stati 

individuati promotori indipendenti. 

Per il fatto che proteina L7Ae faccia parte sia delle sRNP sia del ribosoma (e anche per 

il fatto che Snu13p e Nhp2p di lievito presentano somiglianza con una proteina 

ribosomiale), è stato ipotizzato che i complessi che guidano modificazioni su nucleotidi 

grazie a RNA guida si siano evoluti dall’apparato di traduzione stesso (Kiss, 2002). 

 

 

 

1.11 Organizzazione genomica dei geni per snoRNA 

Inizialmente sono stati individuati tre diversi tipi di organizzazione genica: l’unità 

trascrizionale indipendente monocistronica, l’unità trascrizionale policistronica e 

l’unità codificante intronica (figura 1.11). La prima è l’organizzazione più comune in 

alcuni Eucarioti inferiori come i lieviti; i “clusters” policistronici sono frequenti nelle 

piante ma anche in organismi quali D. discoideum (Aspegren et al., 2004), mentre le 

Figura 1.10: le sRNP C/D box (sulla sinistra) e H/ACA box (sulla destra). 
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unità introniche rappresentano l’organizzazione tipica degli Eucarioti superiori, 

compresa Drosophila. 

 

 

 

 

Nel caso delle unità indipendenti un singolo gene, posto in una regione intergenica, è 

sotto il controllo un proprio promotore; nei “clusters” policistronici invece più geni 

sono sotto il controllo dello stesso promotore: la trascrizione dà luogo ad un unico 

RNA da cui poi vengono rilasciati i singoli snoRNA (vedi paragrafo 1.12). La 

trascrizione dei geni intronici è invece sotto il controllo del promotore del gene ospite, 

anche se in C. elegans è stata ipotizzata la trascrizione indipendente per alcuni geni 

intronici (vedi paragrafo 1.12) (He et al., 2006); i geni ospiti sono frequentemente geni 

per proteine ribosomiali o comunque geni i cui prodotti sono coinvolti nella traduzione. 

Un gene ospite può contenere un unico gene per snoRNA oppure un gene in quasi tutti 

gli introni; mediante analisi comparativa nei nematodi C. elegans e C. briggsae è stato 

osservato come alcuni geni per snoRNA H/ACA presenti in introni vicini siano stati 

originati mediante un processo di cis-duplicazione (duplicazione e inserzione vicino al 

locus di origine) (Zemann et al., 2006). Nei Mammiferi e in Drosophila (Huang et al., 

2005) sono stati individuati alcuni geni nei cui introni sono contenuti singoli geni per 

snoRNA, ma sembra improbabile che gli esoni possano codificare per una proteina: 

questi geni sono chiamati UHG (“U22 host gene”, dal momento che il primo gene di 

questo tipo individuato è stato il gene ospite di U22 in H. sapiens) (Tycowski et al., 
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Figura 1.11: organizzazione dei geni per snoRNA. A: unità indipendente; B: unità 

policistronica; C: unità introniche. 
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1994); in Drosophila i geni per snoRNA C/D box sono principalmente contenuti in 

geni ospiti di questo tipo (Huang et al., 2005). Gli esoni di questi geni sono poco 

conservati, ad eccezione di quelli del gene ospite U87HG, cosa che suggerisce altre 

funzioni oltre alla produzione di U87 (Marakova and Kramerov, 2005). 

È stato osservato come alcuni geni ospiti, sia codificanti che non, siano sintenici in 

uomo e topo (cioè disposti, insieme ad altri geni ortologhi, nello stesso ordine su 

porzioni equivalenti di cromosomi), e ciò rafforza l’idea che anche i geni non 

codificanti per proteine derivino da un gene ancestrale comune (Tanaka-Fujita et al., 

2007). 

Esaminando le sequenze attorno a paraloghi di geni per snoRNA recentemente 

identificati in genomi di mammiferi (spesso localizzati all’interno di introni, in 

orientamento “senso”), è stato possibile ipotizzare che questi geni siano parte di 

retrotrasposoni (Weber, 2006; Luo and Li, 2007): la retrotrasposizione è in grado di 

creare copie funzionali del gene originale, se l’inserzione avviene all’interno di un 

introne, con orientamento “senso”, in modo da poter sfruttare il promotore del gene 

ospite per l’espressione; se il gene originale continua ad essere funzionale, le nuove 

copie possono anche dare origine, durante l’evoluzione, a geni codificanti per snoRNA 

con bersagli differenti da quello iniziale (Weber, 2006). Non è attualmente noto se tutte 

le copie potenzialmente funzionali siano realmente espresse nei tessuti. Per la 

retrotrasposizione, almeno in alcuni casi, sembra che venga sfruttato il macchinario di 

integrazione utilizzato da altri tipi di retrotrasposoni (Luo and Li, 2007). 

Recentemente sono state osservate nuove varianti nell’organizzazione dei geni per 

snoRNA: nelle piante Arabidopsis thaliana e Oryza sativa sono stati individuati geni 

dicistronici tRNA-snoRNA (figura 1.12 A), il cui trascritto è successivamente 

processato, probabilmente dalla RNasi Z (Kruszka et al., 2003), coinvolta nella 

maturazione dell’estremità 3’ dei tRNA. 

Un’altra tipologia è rappresentata dal “cluster” intronico (figura 1.12 B) che è stato 

scoperto in O. sativa (Liang et al., 2002), dove è un tipo di organizzazione molto 

frequente tra i geni per snoRNA e spesso i “clusters” sono formati da copie multiple 

della stessa specie di gene per snoRNA; in altre piante come A. thaliana è invece una 

tipologia rara (tre “clusters” su 35 identificati). Degno di nota è il fatto che nella 

sottospecie O. sativa L. ssp. japonica è stato identificato un “cluster” composto da 42 
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geni il quale deriva chiaramente da cinque duplicazioni in tandem di un “cluster” 

singolo presente in un’altra sottospecie, O. sativa L. ssp. indica (Chen et al., 2003). 

Il “cluster” intronico è il tipo di organizzazione principale degli snoRNA H/ACA box 

in Drosophila (Huang et al., 2005), i quali presentano molte più isoforme rispetto agli 

snoRNA C/D box. Ad oggi solo in Drosophila è stata osservata una così netta diversità 

nell’organizzazione genomica delle due famigli. Drosophila è, per il momento, l’unico 

caso tra i Metazoi in cui è stato osservata la presenza di “clusters” policistronici. 

In alcuni organismi (C.elegans, H. sapiens, M. musculus) sono stati identificati alcuni 

geni intronici il cui orientamento è però contrario al senso di trascrizione (definiti 

“intron antisense”): un esempio è il gene per U99 che è ospitato nel terzo introne del 

gene (C11orf48) per una proteina ipotetica (MGC2477) sia in uomo che in topo. U99 

non viene immunoprecipitato con anticorpi che riconoscono in modo specifico il TMG 

“cap” tipico degli snoRNA trascritti da unità indipendenti e questo rafforza l’idea che 

tale snoRNA derivi dal processamento del trascritto antisenso di C11orf48 (Vitali et al., 

2003). Ad oggi, il significato biologico di questa organizzazione genomica non è stato 

spiegato; tuttavia recenti osservazioni effettuate sul gene per U99 portano a ipotizzare 

la presenza di un gene ospite non codificante per proteine (U99HG) all’interno di 

C11orf48, e disposto con orientamento antisenso rispetto a quest’ultimo (Weber, 2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Per quanto riguarda i Tripanosomatidi, i geni per snoRNA sono organizzati in 

“clusters” misti (figura 1.13), ossia i gruppi comprendono sia geni per snoRNA C/D 

box che H/ACA box (Liang et al., 2004). 

Figura 1.12: A: unità dicistronica tRNA-snoRNA; B: “cluster” intronico; C: gene “intron antisense”. 
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C. elegans intronici intronici 

D. melanogaster intronici clusters intronici 

mammiferi intronici intronici 

tripanosomatidi clusters misti clusters misti 

 

 
 

1.12 Trascrizione degli snoRNA 

La trascrizione degli snoRNA avviene nel nucleoplasma, ad opera della RNA 

polimerasi II o, in alcuni casi, della RNA polimerasi III. 

Ad eccezione dei Tripasonomatidi, nel caso della trascrizione da parte della RNA 

polimerasi II, i geni localizzati in regioni intergeniche possiedono promotori propri: 

spesso è presente la TATA box e, in S. cerevisiae, sono state individuate una o due 

sequenze consenso per Rap1p a monte di alcuni geni, nonché regioni “A/T rich” e/o siti 

di legame per Abf1p (Qu et al., 1999). Sia Rap1p che Abf1p sono proteine leganti il 

DNA coinvolte in svariati processi, tra cui la regolazione della trascrizione dei geni per 

proteine ribosomiali. 

Nelle piante, oltre alla TATA box, sono presenti degli “upsteam sequence elements” 

(USE) (Waibel and Filipowicz, 1990), mentre nei Metazoi sono presenti “proximal 

sequence elements”(PSE) e “distal sequence elements” (DSE), così definiti in base alla 

posizione rispetto alla sequenza codificante (Brown et al., 2003). 

Per quanto riguarda i geni intronici, la regolazione della trascrizione dipende dagli 

elementi presenti nella regione a monte del gene ospite: la trascrizione di diversi geni 

ospiti, compresi quelli non codificanti per proteine, inizia con un residuo di citosina 

C/D C/D C/D C/DH/ACA H/ACA H/ACAH/ACA

Geni per snoRNA

C/D C/D C/D C/DH/ACA H/ACA H/ACAH/ACA

Geni per snoRNA

Figura 1.13: “cluster” misto tipico dei Tripanosomatidi. 

Tabella 1.1: principali tipi di organizzazione dei geni per snoRNA in diversi organismi. 
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seguito da un tratto di oligopirimidine: questa è una caratteristica della famiglia 5’-TOP 

(“5’-terminal oligopyrimidine”), che include geni per proteine ribosomiali e per alcune 

altre importanti proteine “housekeeping”. La sequenza 5’-TOP sembra avere un ruolo 

nel coordinare la traduzione dell’mRNA in risposta alle condizioni di crescita (Pelczar 

and Filipowicz, 1998) e determina un preciso rapporto tra la produzione di mRNA 

“spliced” e snoRNA, rilasciato sia mediante “splicing” che mediante processamento 

(vedi paragrafo 1.13); la sequenza TOP potrebbe reclutare dei fattori che controllano in 

modo specifico il tipo di processamento post-trascrizionale a cui deve andare incontro 

l’mRNA, in quanto promotori pol II privi della sequenza TOP non sono compatibili 

con il rilascio dello snoRNA tramite la via del processamento, con un conseguente 

basso rapporto snoRNA/mRNA (De Turris et al., 2004). 

In C. elegans è stato individuato un tratto ricco in pirimidine attorno all’ipotetico sito 

d’inizio della trascrizione di molti geni per proteine ribosomiali ospiti (He et al., 2006). 

Nello stesso organismo, a monte di alcuni geni intronici, sono stati individuati dei 

motivi di sequenza che potrebbero agire come promotori indipendenti (Deng et al., 

2006; He et al., 2006), cosa che potrebbe giustificare l’elevato livello di espressione di 

alcuni geni intronici rispetto al gene ospite osservato in alcuni casi; tuttavia è anche 

possibile che la differente espressione sia dovuta alla maggiore stabilità degli snoRNA, 

protetti all’interno della snoRNP, rispetto agli mRNA (He et al., 2006). 

In topo, nel caso di snoRNA orfani, è stato scoperto che i geni ospiti non possiedono la 

struttura 5’-TOP e quindi seguono una via di regolazione diversa; probabilmente la 

funzione di questi snoRNA non è legata alla sintesi dei ribosomi. Tali geni sono tutti 

codificanti per proteine, tranne Irm (Xiao et al., 2006). 

La terminazione della trascrizione (da parte della polimerasi II) dei geni per snoRNA 

indipendenti differisce da quella dei geni per mRNA: per questi ultimi l’estremità 3’ 

viene generata mediante un taglio endonucleolitico cotrascrizionale, seguito dalla 

poliadenilazione, da parte di Pap1p, dell’estremità così formata (Zhao et al., 1999); nel 

caso degli snoRNA e degli snRNA i due eventi sono separati (Fatica et al., 2000). È 

probabile che i geni per snoRNA abbiano, come i geni per mRNA, più siti di 

terminazione (Kim et al., 2006). La formazione dell’estremità 3’, dipendente o 

indipendente dalla poliadenilazione richiede una serie di fattori trans-agenti in parte 

comuni (Morlando et al., 2002); per quanto riguarda la terminazione della trascrizione 
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dei geni per snoRNA e snRNA risultano particolarmente importanti Pti1p e Ref2p, che 

evitano il “read-through” nei geni a valle e si pensa che possano avere una funzione nel 

separare taglio e poliadenilazione (Dheur et al., 2003). Per quanto riguarda i geni per 

snoRNA C/D box, è stato osservato che Nop1p interagisce con Ref2p e ne favorisce il 

legame alla regione codificante (Morlando et al., 2004). Così come Nop1p sembra 

richiesta per il corretto processamento in 3’ degli snoRNA C/D box, Cbf5p sembra 

coinvolta nella corretta terminazione e nella formazione dell’estremità 3’ nel trascritto 

primario degli snoRNA H/ACA box (Ballarino et al., 2005). Inoltre per la formazione 

dell’estremità 3’ sono richieste le proteine leganti l’RNA Nrd1p e Nab3p e la presunta 

elicasi Sen1p: Nrd1p può interagire con Nab3p, con il dominio C-terminale della RNA 

polimerasi II (CTD) e con la CTD-chinasi Ctk1p (Steinmetz et al., 2001). È stato 

osservato come Nrd1p stimoli la degradazione dell’RNA, in vitro, da parte 

dell’esosoma, con cui risulta interagire: si pensa che questa associazione possa legare la 

terminazione e il processamento al 3’ (Vasiljeva and Buratowski, 2006). Il legame del 

complesso Nrd1p-Nab3p al terminatore è cruciale nella terminazione di trascritti privi 

della coda poli(A) e si sono riscontrati siti di legame multipli per queste proteine in 

parecchi terminatori di geni per snoRNA (Carroll et al., 2007). 

Gli snoRNA trascritti a partire da unità indipendenti, presentano all’estremità 5’ un 

“cap” differente da quello degli mRNA: il “cap” 7-metilguanosina tipico di questi 

ultimi è ipermetilato per dare origine al “cap” 2-2-7-trimetilguanosina (TMG). La 

reazione avviene nel nucleo e più precisamente nei “Cajal bodies” in uomo e nei 

“nucleolar bodies” (strutture localizzate nel nucleolo) in lievito; l’enzima che catalizza 

l’ipermetilazione del “cap” in lievito, Tgs1p, non interagisce direttamente con l’RNA 

ma con le regioni basiche C-terminali di Cbf5p, Nop56p e Nop58p (Mouaikel et al., 

2002; Verheggen et al., 2002). Nel caso di U3 in lievito, il “cap” viene ipermetilato 

solo quando l’estremità 3’ è stata processata (Kufel et al., 2000), mentre nelle piante 

superiori, essendo U3 trascritto da pol III, il “cap” ha una struttura differente dal 

trimetilguanosina; in alcuni casi è stato dimostrata la presenza di un “cap” metil-pppA 

(Shimba et al., 1992). 

Attualmente sono noti diversi geni per snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi III: 

SNR52 in S. cerevisiae (Harismendy et al., 2003; Moqtaderi and Struhl, 2003), i geni 

per U3 nelle piante e nell’alga C. reinhardii (Kiss et al., 1991; Antal et al., 2000), i 
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geni per snoRNA facenti parte delle unità dicistroniche tRNA-snoRNA (Kruszka et al., 

2003), almeno due geni in Drosophila (Isogai et al., 2007) e l’RNA della RNasi MRP 

nei Mammiferi. Anche in C. elegans sono stati individuati alcuni geni che potrebbero 

essere trascritti dalla RNA polimerasi III, in quanto presentano a monte degli elementi 

conservati simili alle box A e B; forse questi geni fanno parte di una unità dicistronica 

tRNA-snoRNA oppure costituiscono una unità indipendente in cui l’antico promotore 

interno di un tDNA è diventato il promotore extragenico di un gene per snoRNA 

presente a valle (Deng et al., 2006). Per quanto riguarda SNR52, sono presenti una A e 

una B box, localizzate nella sequenza “leader”, e una TATA box a monte (Harismendy 

et al., 2003). Nel caso dei dicistroni tRNA-snoRNA il promotore intragenico è presente 

nella porzione codificante per il tRNA. In Drosophila, dei due geni chiaramente 

identificati come trascritti dalla RNA polimerasi III, uno sembra presentare un 

promotore di tipo esclusivamente intragenico mentre nell’altro sembrano importanti sia 

elementi intragenici che extragenici (Isogai et al., 2007). 

Per quanto riguarda i Tripanosomatidi, non sono stati individuati dei promotori e la 

regolazione è post-trascrizionale; tuttavia è stato individuato un elemento di 700 bp, 

posto tra un “cluster” di snoRNA e la ORF a monte, il quale potrebbe funzionare come 

sequenza “promoter-like”, in grado di aumentare l’espressione, in modo dipendente 

dall’orientamento. Questo elemento non può essere definito un vero e proprio 

promotore, in quanto viene trascritto, e la sua funzione potrebbe essere quella di 

mantenere i livelli di trascrizione lungo il cromosoma oppure di aumentare rapidamente 

la trascrizione in modo da sostenere la crescita (Liang et al., 2004). È stato dimostrato 

che i geni per snoRNA nei Tripanosomatidi possono essere silenziati (Liang et al., 

2003). 

1.13 Processamento e maturazione degli snoRNA 

Una volta trascritti, gli snoRNA possono essere processati per ottenere la forma matura; 

entrambe le estremità dei trascritti primari possono essere il bersaglio di nucleasi 

(figura 1.14). 

In S. cerevisiae, i trascritti codificati da unità monocistroniche indipendenti possono 

subire un taglio in 5’ da parte della endonucleasi Rnt1p; questo crea un sito per 
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l’ingresso delle 5’-esonucleasi che probabilmente sono Xrn1p e/o Rat1p (Chanfreau et 

al., 1998). 

Rnt1p è l’omologo della RNasi III batterica, coinvolta nella maturazione del pre-rRNA. 

Questa endonucleasi taglia in modo specifico l’RNA a doppio filamento che presenta 

un “tetraloop” con sequenza consenso AGNN (“G2 loop”), a 13-16 bp di distanza; 

recentemente è stato osservato che anche il “tetraloop” con sequenza AAGU (“A1 

loop”) può essere presente vicino al sito di taglio: in questo caso Rnt1p usa una diversa 

serie di interazioni per riconoscere il substrato (Ghazal et al., 2006; Gaudin et al., 

2006). Rnt1p può tagliare anche a valle dello snoRNA, se è presente una struttura 

riconosciuta come substrato. 

Come già detto nel paragrafo 1.5.2, Rnt1p è richiesta per l’importazione nel nucleo di 

Gar1p, probabilmente in forma di complesso Rnt1p-Gar1p; la dissociazione tra le due 

proteine avviene forse nel momento in cui Rnt1p incontra l’RNA substrato. La mancata 

interazione tra le due proteine riduce, ma non blocca, il processamento e la 

pseudouridilazione dell’rRNA, mentre la maturazione degli snoRNA non ne risente in 

modo significativo (Tremblay et al., 2002). 

L’interazione di Rnt1p con Nop1p è invece richiesta nel processamento dello snoRNA 

intronico U18 (Giorgi et al., 2001). 

La 5’-esonucleasi Rat1p è localizzata nel nucleo mentre Xrn1p è prevalentemente 

citoplasmatica, tuttavia per ottenere la completa inibizione dell’attività 5’-

esonucleolitica nucleare è necessario inattivare entrambe le proteine, probabilmente a 

causa di piccola frazione di Xrn1p presente nel nucleo. In caso di mancato taglio da 

parte di Rnt1p, le esonucleasi possono comunque processare i trascritti primari (Lee et 

al., 2003). 

Gli snoRNA che non subiscono processamento in 5’ mantengono il “TMG cap”. 

Rnt1p è richiesta anche per il rilascio dei singoli snoRNA dai trascritti policistronici, e 

a questo segue l’intervento delle esonucleasi (Chanfreau et al., 1998; Petfalski et al., 

1998). 

Il processamento in 3’ richiede l’intervento di un complesso costituito da varie 3’-

esonucleasi, l’esosoma. Esistono due forme di questo complesso, una nucleare e una 

citoplasmatica: la prima contiene due subunità specifiche e non essenziali, Rrp6p e 

Lrp1p, mentre le subunità comuni (tutte essenziali) sono Rrp41p,Rrp42p, Rrp43p, 
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Rrp45p, Rrp46p, Mtr3p, Rrp44p/Dis3p, Rrp4p, Rrp40p e Csl4p. La controparte umana 

dell’esosoma di lievito è il complesso PM/Scl (“polymyositis–scleroderma”) (Brouwer 

et al., 2000). Sembra che il taglio finale, con cui si ottiene l’estremità 3’ degli snoRNA 

maturi, sia completamente dipendente da Rrp6p (Allmang et al., 1999) e in assenza di 

questa nucleasi si può osservare l’accumulo di precursori estesi in 3’ e poliadenilati 

(van Hoof et al., 2000); la poliadenilazione di questi RNA non codificanti non è dovuta 

a Pap1p, ma a due poli(A)-polimerasi di recente identificazione, Trf4p e Trf5p. 

Entrambe fanno parte del complesso TRAMP (Trf4p/Air2p/Mtr4p polyadenilation 

complex), richiesto per il processamento e/o la degradazione dei substrati da parte 

dell’esosoma (LaCava et al., 2005). La delezione contemporanea di TRF4 e RRP6 

abolisce l’accumulo di precursori poliadenilati (Wyers et al., 2005), per cui si può 

dedurre che il complesso TRAMP agisca a monte di Rrp6p. In ceppi rrp6∆ si è 

osservato l’accumulo dei precursori poliadenilati in una zona discreta del nucleolo, 

distinta dai “nucleolar bodies”, che è stata chiamata “nucleolar poly(A) domain” e per 

la cui formazione è richiesta anche la presenza del complesso TRAMP. Si è ipotizzato 

che il raggruppamento degli RNA poliadenilati possa promuovere il riconoscimento e 

la degradazione da parte dell’esosoma (Carneiro et al., 2007). 

 

 

 

Il processamento di U3 differisce in parte da quello degli altri snoRNA di lievito: il 

primo taglio in 3’ è effettuato da Rnt1p, mentre il 5’ rimane intatto. I tratti ricchi in U 

presenti nella porzione terminale sono legati da Lhp1p, una proteina richiesta per il 

Rnt1p

Rat1p, Xrn1p esosoma

Rnt1pRnt1p

Rat1p, Xrn1p esosomaRat1p, Xrn1p esosoma

Figura 1.14: maturazione di uno snoRNA monocistronico; in azzurro è rappresentato lo snoRNA 

maturo. 
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processamento dei tRNA: questa impedisce all’esosoma di proseguire nel taglio del 3’. 

A questo punto avviene lo “splicing” dell’introne, successivamente Lhp1p viene 

spiazzata da Nop1p, Nop56p e Nop58p e viene completato il taglio da parte 

dell’esosoma; nel caso di U3 il taglio finale al 3’ non è effettuato da Rrp6p. Come 

ultimo passaggio il “cap” viene trimetilato (Kufel et al., 2000). 

Gli snoRNA presenti negli introni devono essere rilasciati e questo può avvenire 

secondo due modalità: la principale richiede il taglio e la deramificazione dell’introne, 

sul quale poi intervengono le esonucleasi (Tycowski et al., 1993). La via alternativa 

invece prevede l’azione di un’endonucleasi sul pre-mRNA e il successivo intervento 

delle esonucleasi (Fragapane et al., 1993) (figura 1.15). 

Nel primo caso è molto importante, almeno per gli snoRNA C/D box, la posizione 

dello snoRNA all’interno dell’introne: nel caso di U24 è cruciale la distanza tra 

l’estremità 3’ dello snoRNA e il punto di ramificazione, che non deve essere inferiore a 

44 nt, ma neppure troppo ampia (Vincenti et al., 2007); variazioni nella distanza di cui 

sopra, non solo influenzano la sintesi dello snoRNA, ma anche lo “splicing”. 

Nel caso di U18 è possibile anche la produzione dello snoRNA attraverso la via 

alternativa, che è responsabile di circa il 30% della quantità di tale snoRNA. Questa 

seconda possibilità dipende dalla presenza di uno “stem” nell’introne, appena al di fuori 

della sequenza codificante di U18; questa struttura è conservata in parecchi introni, dal 

lievito fino ai mammiferi, e ha un ruolo nel favorire lo “splicing” e la sintesi della 

snoRNP (Villa et al., 2000; Giorgi et al., 2001), oltre a essere il bersaglio di una o più 

proteine responsabili del taglio del pre-mRNA necessario alla produzione di U18 

(Giorgi et al., 2001). Tale “stem” solitamente è presente nel caso in cui lo snoRNA non 

sia correttamente posizionato all’interno dell’introne. 
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Anche nel caso dei geni per snoRNA C/D box di mammifero, la biosintesi è stata 

messa in relazione alla posizione all’interno dell’introne. È stato osservato come la 

deplezione di una proteina necessaria per lo “splicing” nei vertebrati, IBP160, provochi 

difetti nella formazione della snoRNP C/D box in vitro; questa proteina si lega in modo 

specifico ad una distanza fissa dal sito di ramificazione e si può ipotizzare che i geni 

per snoRNA si siano “spostati” nella posizione in cui IBP160 riesce a promuovere 

l’associazione con le proteine della snoRNP (Hirose et al., 2006). Per quanto riguarda 

gli snoRNA H/ACA box umani, pare che non esista una localizzazione preferenziale 

nell’introne e la sintesi è indipendente dallo “splicing” (Richard et al., 2006). 

1.14 Assemblaggio della snoRNP 

Le snoRNP di entrambe le classi vengono assemblate co-trascrizionalmente. Per quanto 

riguarda gli snoRNA C/D box, è ormai certo che la proteina che si lega per prima è 

Snu13p: essa riconosce e lega direttamente il motivo di struttura “K-turn” formato da 

appaiamenti non canonici nel motivo C/D (Watkins et al., 2000), inducendo dei 

cambiamenti conformazionali nell’RNA. Risultati da esperimenti in vitro sembrano 

dimostrare che questa proteina è necessaria per il legame delle altre proteine “core”. 

Nop58p è in grado di legarsi direttamente allo snoRNA, interagendo con la box C e in 

endonucleasi endonucleasi

deramificazione

splicing processamento

esonucleasi

endonucleasi endonucleasiendonucleasi endonucleasi

deramificazione

splicing processamento

esonucleasi

 

Figura 1.15: biosintesi di uno snoRNA intronico, secondo le due vie possibili (“splicing” o 

processamento). In viola sono rappresentati gli esoni del gene ospite, in verde lo snoRNA. 
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particolare, come risulta da esperimenti di “cross-linking” in oociti di Xenopus, con la 

seconda U della box (Cahill et al., 2002). Nop1p è in grado di legarsi direttamente sia 

alla box D che D’, ma risultano anche interazioni con la box C’, anche se mutazioni 

nelle box D’ e C’ non sembrano influenzare le interazioni con Nop1p (Cahill et al., 

2002). Numerosi dati sembrano indicare l’associazione di Nop1p con i precursori degli 

snoRNA C/D box (Watkins et al., 2002; Giorgi et al., 2001), ma anche con i geni per 

snoRNA attivamente trascritti (Morlando et al., 2004). Nop56p può legarsi allo 

snoRNA solo se è presente Nop1p ma comunque risulta interagire con le due U della 

box C’ (con le quali interagisce, peraltro, anche Nop1p) (Cahill et al., 2002). 

Si pensa che gli snoRNA H/ACA box vengano legati da un complesso preformato, 

costituito da Nhp2p, Nop10p e Cbf5p, in quanto solo queste proteine sono richieste per 

la stabilità metabolica dell’RNA; in particolare è stato osservato che Cbf5p e Nhp2p 

sono associati ai geni per snoRNA H/ACA attivamente trascritti (Ballarino et al., 

2005). 

1.14.1 Fattori richiesti per l’assemblaggio 

Molte delle proteine coinvolte nell’assemblaggio della snoRNP sono necessarie per 

entrambe le classi. Le più conservate, presenti negli Archaea, in lievito e nell’uomo, 

sono le proteine p50/p55 (Rvb1p e Rvb2p in S. cerevisiae, Tip48 e Tip49 in uomo) che 

hanno attività DNA elicasica e sono coinvolte in numerosi processi tra cui riparo del 

DNA e trascrizione; non fanno parte della snoRNP matura e non sono localizzate nel 

nucleolo, ma sono richieste per la biogenesi delle due classi di snoRNA, con un ruolo 

post-trascrizionale (King et al., 2001). Sembra che, nel caso della snoRNP C/D box, il 

complesso si formi nel momento in cui Nop58p si lega allo snoRNA. 

Un’altra proteina richiesta per l’assemblaggio in entrambe le classi è SMN (“Survival 

of Motor Neuron protein”), conservata in invertebrati, vertebrati e in S. pombe ma 

assente in S. cerevisiae; tale proteina è presente in strutture nucleari dette “gems” che 

spesso si sovrappongono ai “Cajal bodies” e, da esperimenti in vitro, si è visto che lega 

sia la fibrillarina sia Gar1p, attraverso i loro domini contenenti le ripetizioni RG (Jones 

et al., 2001; Pellizzoni et al., 2001), e probabilmente funziona come piattaforma per 

permettere il legame delle proteine all’RNA. SMN è essenziale anche per 
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l’assemblaggio delle snRNP nel citoplasma ed è richiesta per la trascrizione e lo 

“splicing” del pre-mRNA (Pellizzoni et al., 1998). 

Essenziali per la biogenesi delle sole snoRNP H/ACA box sono invece Naf1p e Shq1p, 

che formano un complesso e interagiscono con Nhp2p e Cbf5p; Naf1p è in grado di 

legare il dominio carbossiterminale (CTD) fosforilato della RNA polimerasi II e lega 

l’RNA attraverso un dominio simile a quello di Nrd1p, proteina richiesta per la 

formazione dell’estremità 3’ degli snoRNA in lievito (Yang et al., 2002). Naf1p e 

Gar1p interagiscono con lo stesso sito di Cbf5p, in modo da escludersi a vicenda: è 

possibile che Naf1p permetta l’assemblaggio di una pre-snoRNP stabile, che rimane 

inattiva finché Gar1p non prende il posto di Naf1p (Yang et al., 2005; Matera et al., 

2007). Inoltre questa proteina interagisce con Spt16p, Tfg1p e Sub1p, tutte associate 

alla RNA polimerasi II (Yang et al., 2005). 

Per le snoRNP C/D box è invece richiesta Bcd1p, necessaria per l’accumulo degli 

snoRNA C/D box (Peng et al., 2003); anche questa proteina sembra interagire con 

l’apparato pol II e si è ipotizzato, in modo analogo a Naf1p, che il suo posto nella 

snoRNP matura sia preso da un’altra proteina, in questo caso Nop56p (Matera et al., 

2007). 

1.15 Localizzazione degli snoRNA 

Per la localizzazione a livello del nucleolo risultano essere importanti le box C/D e 

H/ACA; inoltre, la deplezione di ciascuna delle proteine “core” della snoRNP C/D box 

provoca una parziale localizzazione nucleoplasmatica dello snoRNA. 

Nei vertebrati gli snoRNA C/D box transitano nei “Cajal bodies”. Nei mammiferi, 

come in lievito, U3 è sintetizzato come precursore, con un una breve estensione in 3’ e 

un “cap” monometilato. Il precursore lega solo Snu13p/15.5 kDa ed è presente nel sito 

di trascrizione e nei “Cajal bodies”, ma non nei nucleoli, mentre il maturo è localizzato 

sia nei nucleoli che nei “Cajal bodies” (Verheggen et al., 2002). Una conferma viene 

anche dagli snoRNA intronici: Snu13p/15.5 kDa è presente inizialmente nelle zone in 

cui avviene lo “splicing” e nei “Cajal bodies” e solo dopo 30 minuti è presente nei 

nucleoli, mentre la fibrillarina si distribuisce nei “Cajal bodies” e nei nucleoli, 

permettendo di ipotizzare che questa proteina si leghi al complesso nei “Cajal bodies” 

(Leung et al., 2002). Al contrario, gli snoRNA H/ACA box sembrano raggiungere 
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contemporaneamente i nucleoli e i “Cajal bodies”: questo può essere spiegato se si 

ipotizza, tra i due compartimenti, un flusso troppo rapido per essere apprezzato, oppure 

se il “pathway” è più complesso o se non ne esiste un unico (Narayanan et al., 1999). 

Come già detto in precedenza, nei “Cajal bodies” avviene anche la formazione del 

“TMG cap”, mentre in lievito questa reazione avviene all’interno del nucleolo, nei 

cosiddetti “nucleolar bodies” (Verheggen et al., 2002). Da queste strutture sono esclusi 

i fattori coinvolti nella biogenesi dell’rRNA e la separazione tra questa e la biogenesi 

dei piccoli RNA potrebbe essere alla base della formazione dei “Cajal bodies” come 

strutture indipendenti. 
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2. SCOPO DELLA RICERCA 

Gli snoRNA fanno parte della famiglia degli RNA non codificanti per proteine; uno dei 

loro ruoli fondamentali è quello di partecipare alla maturazione dell’rRNA. 

L’organizzazione genomica dei geni per snoRNA è estremamente variabile tra gli 

Eucarioti: negli Eucarioti inferiori i geni sono prevalentemente indipendenti e 

monocistronici, nelle piante si ritrovano soprattutto unità policistroniche, nei 

mammiferi quasi tutti i geni sono intronici. 

La trascrizione degli snoRNA avviene, in tutti gli Eucarioti, principalmente ad opera 

della RNA polimerasi II, ma la regolazione dell’espressione, gli elementi presenti nella 

regione del promotore e i fattori richiesti per la completa attivazione della trascrizione 

dei geni trascritti in modo indipendente sono stati studiati pochissimo in quanto in H. 

sapiens e negli altri mammiferi l’espressione dipende dall’espressione del gene ospite. 

Ad oggi, quindi, quasi nulla è conosciuto della regione del promotore dei geni per 

snoRNA in S. cerevisiae. 

Scopo di questa tesi è individuare, a monte dei geni per snoRNA trascritti in modo 

indipendente in S. cerevisiae (la maggioranza dei geni per snoRNA in questo 

organismo), gli elementi necessari per la trascrizione. La ricerca viene effettuata sia 

attraverso una analisi computazionale per individuare gli elementi di sequenza 

conservati nella regione “upstream” in specie differenti di Saccaromiceti, sia attraverso 

una analisi in vivo in cui, attraverso delezioni e mutazioni puntiformi, si ricercano le 

porzioni del promotore essenziali per l’espressione. 

Al momento non sono note condizioni ambientali che causino una attivazione o una 

repressione della trascrizione degli snoRNA in lievito: in questa tesi si è anche cercato 

di identificare particolari condizioni di crescita in cui la trascrizione dei geni per 

snoRNA possa essere soggetta a regolazione, basandosi su quanto noto a riguardo della 

regolazione dell’espressione dei geni ospiti di geni per snoRNA e dei geni codificanti 

per le proteine “core” delle snoRNP in risposta ad alcune variazione nelle condizioni 

ambientali. 

Al contrario della regolazione della trascrizione, il processamento degli snoRNA è stato 

studiato in modo estensivo ed è stato dimostrato come il corretto assemblaggio della 

snoRNP (che necessita, oltre alla presenza delle quattro proteine del “core”, delle box C 
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e D integre) sia essenziale per il corretto processamento in 5’ (se richiesto) degli 

snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi II. 

Tra i geni per snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi III ritroviamo un solo gene di S. 

cerevisiae, SNR52. Una parte di questo lavoro di tesi è lo studio del processamento di 

snR52 al fine di chiarire il coinvolgimento, in questo processo, delle box C e D, 

mediante mutazioni puntiformi di questi elementi, nonché il ruolo di alcune 

componenti proteiche della snoRNP, grazie allo spegnimento controllato dei geni 

codificanti per tali componenti. 

Si è inoltre inteso verificare se il complesso 3’-esonucleasico dell’esosoma è coinvolto 

nella maturazione dell’estremità 3’ di snR52, così come avviene per gli altri snoRNA 

trascritti dalla RNA polimerasi II, nonostante la terminazione della trascrizione da parte 

della RNA polimerasi III sia differente dalla terminazione da parte della RNA 

polimerasi II. 
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3. MATERIALI E METODI 

3.1 Ceppi 

Per gli esperimenti riguardanti lo studio di snR52, i ceppi utilizzati sono i seguenti 

CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO 
YM4585 

(∆SNR52) 
Mat a, his3∆200,lys2-800, leu2-3, 2-112, 
trp1-901, tyr1-501, URA3+, ADE+, CANS, 
∆SNR52-HIS3 

Lowe and Eddy, 1999 

D254 Mat a, ura3-52, leu2-3, 112, ade1-100, his4-
519 

Tollervey et al., 1991 

D255 Mat a, ura3-52, leu2-3, 112, ade1-100, his4-
519, URA3-pGAL10::NOP1 

Tollervey et al., 1991 

YDL401 Mat a, ara3-52, trp (trp1-D63 o trp1-289), 
leu2-∆1, his3-∆200, gal2, gal ∆208 

Lafontaine and 
Tollervey, 1996 

YDL522-20 Mat a, ara3-52, trp (trp1-D63 o trp1-289), 
leu2-∆1, his3-∆200, gal2, gal ∆208, 
HIS3::GAL10::NOP58 

Lafontaine and 
Tollervey, 1999 

BY4741 Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0 Yeast Genetic Stock 
Center 

YGALSNU13 Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 
KanMX6:PGAL1-SNU13 

Dobbyn and O’Keefe, 
2004 

BY4742 Mat α, his3∆1, lys2∆0, leu2∆0, ura3∆0 Yeast Knock Out 
Collection (Open 

Biosystem) 
∆rrp6 Mat α, his3∆1, lys2∆0, leu2∆0, ura3∆0, 

∆RRP6-kanMX4 
Yeast Knock Out 
Collection (Open 

Biosystem) 
∆lhp1 Mat α, his3∆1, lys2∆0, leu2∆0, ura3∆0, 

∆LHP1-kanMX4 
Yeast Knock Out 
Collection (Open 

Biosystem) 
 

Per lo studio dei promotori dei geni per snoRNA sono stati utilizzati i seguenti ceppi 

CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO 
YS669 ade2-101, trp1-∆901, ura3-52, leu2-3,112, 

his3, SNR31::URA3 
Balakin et al., 1993 

YS670 ade2-101, trp1-∆901, ura3-52, leu2-3,112, 
his3, SNR32::HIS3 

Balakin et al., 1993 

YM4585 
(∆SNR64) 

Mat a, his3∆200,lys2-800, leu2-3, 2-112, 
trp1-901, tyr1-501, URA3+, ADE+, CANS, 
∆SNR64-HIS3 

Lowe and Eddy, 1999 

YM4585 
(∆SNR65) 

Mat a, his3∆200,lys2-800, leu2-3, 2-112, 
trp1-901, tyr1-501, URA3+, ADE+, CANS, 
∆SNR65-HIS3 

Lowe and Eddy, 1999 
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CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO 
rnt1∆ xrn1∆ 

rat1-1 
 Danin-Kreiselman et 

al., 2003 
BY4741 Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0 Yeast TAP Fusion 

Collection (Open 
Biosystem) 

RAP1-TAP Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 
RAP1-TAP-HIS3MX6 

Yeast TAP Fusion 
Collection (Open 

Biosystem) 
REB1-TAP Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 

REB1-TAP-HIS3MX6 
Yeast TAP Fusion 
Collection (Open 

Biosystem) 
HMO1-RAP Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 

HMO1-TAP-HIS3MX6 
Yeast TAP Fusion 
Collection (Open 

Biosystem) 
NRG1-TAP Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 

NRG1-TAP-HIS3MX6 
Yeast TAP Fusion 
Collection (Open 

Biosystem) 
TBF1-TAP Mat a, his 3∆1, leu2∆0, met15∆0, ura3∆0, 

TBF1-TAP-HIS3MX6 
Yeast TAP Fusion 
Collection (Open 

Biosystem) 
 

 

3.2 PCR 

3.2.1 Costruzione del mutante SNR52 Cdown 

Si sono allestite inizialmente due PCR: in una la coppia di primer è snR52_fw e 

snR52_Cdown_rev, nell’altra è snR52_Cdown_fw e snR52_rev (per le sequenze vedi 

tabella 3.1). 

 

1X Pfu buffer (Promega), 

0.25 mM dNTP, 

0.56 mM primer forward, 

0.56 mM primer reverse, 

2.5 U di Pfu (Promega), 

20 ng di pNEB-SNR52 wt, 

H2O (Sigma) a 25 µl 
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94°C per 4’ 

 
94°C per 45’’ 

55°C per 45’’         25 cicli 

72°C per 1’ 

 
72°C per 5’ 

4°C for ever 

 

Si è poi eseguita una nuova PCR usando i due precedenti ampliconi come templato. 

 

1X thermo pol buffer 

0.25 mM dNTP, 

10 ng di amplicone 1, 

10 ng di amplicone 2, 

1,75 U di Deep Vent (New England Biolabs), 

H2O (Sigma) a 50 µl. 

 

94°C per 5’ 

 
94°C per 1’ 

56°C per 50’’         5 cicli 

72°C per 2’ 

 
72°C per 2’ 

 

Si aggiungono poi 1 µl di ciascun primer (20 µM) esterno non mutagenico. 

 

94°C per 4’ 

 
94°C per 45’’ 

56°C per 45’’         25 cicli 

72°C per 1’ 
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72°C per 5’ 

4°C for ever 

3.2.2 Costruzione dei mutanti SNR52 Ddown e SNR52 D less 

In entrambi i casi è stata assemblata una reazione di PCR utilizzando un primer reverse 

mutagenico, rispettivamente snR52 Ddown_rev e snR52_rev_mini (per le sequenze 

vedi tabella 3.1). 

 

1X Pfu buffer (Promega), 

0.25 mM dNTP, 

0.5 mM primer snR52_fw, 

0.5 mM primer reverse, 

1 U di Pfu (Promega), 

50 ng di pNEB-SNR52 wt, 

H2O (Sigma) a 50 µl 

94°C per 5’ 

 
94°C per 45’’ 

55°C per 45’’         35 cicli 

72°C per 2’ 

 
72°C per 5’ 

4°C for ever 

 

NOME PRIMER SEQUENZA 

snR52_fw CTTTGAAAAGATAATGTATGATTATGC 

snR52_rev GCGTTCCATACTGTCAGAGGT 

snR52_Cdown_rev ATGTCATGGAGGATAGTAGATCATTTATC 

snR52_Cdown_fw GATCTACTATCCTCCATGACATTAGC 

snR52_Ddown_rev GACAAAAAATAAATTGGAGAAGGAAGGC 

snR52_rev_mini AAAAAATAAATCCTAAAATCTTTCG 

 
Tabella 3.1: primer utilizzati per ottenere le versioni mutate di SNR52. 
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3.2.3 Costruzione dei mutanti per lo studio della r egione a monte dei 

geni per snoRNA 

In generale è stato seguito il seguente protocollo, ad eccezione dei mutanti SNR31 

RRPE down, SNR32 -127, SNR65 -59. Tutte le sequenze dei primer utilizzati sono 

riportate nella tabella 3.2. 

1X Thermo Pol buffer 

0.3 mM dNTP 

0.5 µM primer forward 

0.5 µM primer reverse 

1 U di Deep Vent (New England Biolabs) 

50 ng di DNA genomico 

H2O (Sigma) a 50 µl 

 

Per amplificare i restanti tre mutanti è stato utilizzato l’enzima GoTaq (Promega), con 

il seguente mix di reazione. 

1X GoTaq buffer 

0.2 mM dNTP 

0.4 µM primer forward 

0.4 µM primer reverse 

1 U di GoTaq (Promega) 

50 ng di DNA genomico 

H2O (Sigma) a 50 µl 

 

Nel caso dei costrutti con delezioni o mutazioni in 5’ rispetto ai geni SNR31 e SNR32 i 

templati utilizzati sono pFL45S- SNR31 e pFL45S- SNR32, rispettivamente. 

 

94°C per 4’ 

 
94°C per 45’’ 

X°C per 45’’         35 cicli 

72°C per Y’ 
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72°C per 7’ 

4°C for ever 

 

Per le temperature di “annealing” (X) e i tempi di allungamento (Y) utilizzati nelle 

varie reazioni di PCR vedi tabella 3.2. 

 

Per le PCR “touchdown” e “touchup” si sono fatti 2 cicli per ogni temperatura di 

“annealing”, che viene variata di 2°C fino al raggiungimento dell’ultima temperatura, a 

cui si fanno 20 cicli. 

 

COSTRUTTO PRIMERS X Y 

snR31_fw TGAAGTGAAGATATGTACACC SNR31 wt 

snR31_rev GCCAATTCTTGGTTTCAACGC 

55°C 1’ 30’’ 

snR31_-220 GGTTTTCTTATCCTGAAGGATCC SNR31 -220 

snR31_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR31_-124 TGAAAATTTTTCGCTTTATCTAGG SNR31 -124 

snR31_rev 

48°C 2’ 15’’ 

snR31_RRPEdown TGAGCGTACCTCGCTTTATCTAGG SNR31 RRPE 

down snR31_rev 

touch 

42/54 

2’ 15’’ 

snR31_-107 ATCTCTTAGGGCTCCTACTGTCGG SNR31 -107 

snR31_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR31_-9 CAGAAAAGTGAAGCAAAATTACACCA SNR31 -9 

snR31_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR32_fw CCTATCCATACCCGTTTCTAGACG SNR32 wt 

snR32_rev TTAACTTTTTGTAAATTTTGC 

50°C 1’ 30’’ 

snR32_-220 TAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGC SNR32 -224 

snR32_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR32_-148 GAACCCAAAAAATCAATCACC SNR32 -148 

snR32_rev 

48°C 1’ 30’’ 

snR32_-127 AGGGTAAGCGGGAAAAAAAAA SNR32 -127 

snR32_rev 

touch 

47/41 

1’ 30’’ 

snR32_reb_down AATGTCAGCGGGAAAAAAAAA SNR32 Reb 

down snR32_rev 

50°C 2’ 15’’ 
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COSTRUTTO PRIMERS X Y 

snR32_poliAdown 

AGGGTAAGCGGGAACAGTAACAAGTGTAGGAACC

GCACTATAAA 

SNR32 poliA 

down 

snR32_rev 

55°C 2’ 15’’ 

snR32_Rebdown_poliAdown 

AATGTCAGCGGGAACAGTAACAAGTGTAGGAACC

GCACTATAA 

SNR32 Reb 

down-poliA 

down 

snR32_rev 

55°C 2’ 15’’ 

snR32_-100 AGGAACCGCACTATAAAAAGTCG SNR32 -100 

snR32_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR32_-7 AAAGGCCAACATCATAATTATATCG SNR32 -7 

snR32_rev 

54°C 1’ 30’’ 

snR64_fw TTCAATGATTACTACAAGAGGC SNR64 wt 

snR64_rev TTGTTTGCTTATATCCAGCG 

48°C 2’ 15’’ 

snR64_-276 GCGCAAATACTACTTTGTGG SNR64 -231 

snR64_rev 

56°C 2’ 

snR64_-134 CGAAAAAATACTCCAGCGGAGG SNR64 -89 

snR64_rev 

56°C 2’ 

snR64_-111 GTATAAAAGGGAGGAAAATAC SNR64 -66 

snR64_rev 

53°C 2’ 

snR64 _-18 GCAAAAACAGCGACTGGCGCG SNR64 +27 

snR64_rev 

56°C 2’ 

snR65_fw ATAATCATATACAAATATCACC SNR65 wt 

snR65_rev TGTATTGTACTTGTATTGCCG 

48°C 2’ 15’’ 

snR65_-240 GCTGAAACATGATAGCCGCC SNR65 -219 

snR65_rev 

58°C 2’ 

snR65_-119 GATTATTTTATGCGCGCCTCC SNR65 -98 

snR65_rev 

58°C 2’ 

snR65_-176 TATATAACATAGGTGGAAAAACTT SNR65 -59 

snR65_rev 

touch 

48/38 

2’ 

snR65_-15 CACGAAAAGGCGTAGACATGG SNR65 +7 

snR65_rev 

58°C 2’ 

 Tabella 3.2: primer utilizzati per ottenere gli ampliconi utilizzati per lo studio dei promotori dei geni per gli 

snoRNA. 
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3.3 Clonaggi 

Per l’espressione in lievito di tutti i costrutti è stato utilizzato il vettore “shuttle” 

pFL45S (Ampr, TRP1). Per tutti i clonaggi riguardanti lo studio di SNR52 è stato 

utilizzato il metodo descritto in Bolchi et al., 2005; stessa cosa per lo studio dei 

promotori, ad eccezione dei costrutti SNR31 RRPEdown, SNR31 -124 e SNR65 -59 che 

sono stati dapprima clonati in pGEM®-T Easy Vector (Promega) e successivamente 

subclonati in pFL45S. 

Nel primo caso la reazione (10 µl finali) comprende 

50 ng di pFL45S, 

1X buffer 4 (New England Biolabs), 

0,1 mg/ml BSA, 

1 mM ATP, 

2,5 U di ligasi (GE Healthcare), 

2,5 U di SmaI (GE Healthcare), 

inserto in eccesso di almeno 20 volte (in moli) rispetto al vettore. 

La reazione è stata incubata per 3 ore a 25°C e quindi precipitata. Si sono trasformate 

cellule di E. coli (ceppo XL1b), poi il plasmide è stato estratto con il metodo della lisi 

alcalina. 

Nel secondo caso la reazione comprende 

50 ng di pGEM-T Easy Vector, 

1X rapid ligation buffer, 

3 U di ligasi, 

inserto in rapporto 1:1 rispetto al vettore (in moli). 

La reazione viene incubata o/n a 4°C e poi precipitata. Dopo la trasformazione di 

batteri elettrocompetenti e l’estrazione del plasmide, quest’ultimo è stato digerito con 

opportuni enzimi di restrizione, è stato recuperato l’inserto (mediante estrazione da gel 

d’agarosio) e quindi questo è stato subclonato in pFL45S, secondo il seguente 

protocollo (20  µl finali): 

50 ng di pFL45S (tagliato con gli stessi enzimi di restrizione dell’inserto e 

defosforilato), 

1X ligation buffer, 

1 mM ATP, 
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8 U di ligasi (GE Healthcare). 

È stata fatta una nuova trasformazione e infine si è recuperato il plasmide. 

3.4 Trasformazione di lievito (“quick yeast transfo rmation”) 

Il ceppo di lievito da trasformare viene fatto crescere in 50 ml di YPD (1% yeast 

extract, 2% peptone, 2% glucosio) fino ad una OD di 0.4-0.5; le cellule vengono 

raccolte e lavate con 20 ml di H2O sterile e poi con 10 ml di TE/0.1 M LiOAc pH 7.5, 

quindi risospese in un volume di TE/0.1 M LiOAc pH 7.5 proporzionale all’OD 

ottenuta (500 µl per una OD pari a 1). 

A 50 µl di cellule si aggiungono 15 µg di “salmon sperm DNA” a singolo filamento e 2 

µg di DNA plasmidico, si mettono poi a 30°C per 30 minuti, agitando delicatamente 

ogni 10 minuti. Si aggiungono 300 µl di 40% PEG 8000/TE/0.1 M LiOAc pH 7.5 a 

ciascuna trasformazione e si mescola a lungo, poi si rimettono a 30°C per 30 minuti. Si 

fa poi uno shock termico, lasciando le trasformazioni a 42°C per 15 minuti (questo 

passaggio non è stato fatto nel caso del ceppo ∆SNR52). Le cellule sono infine piastrate 

su terreno minimo (0.67% yeast nitrogen base, 2% glucosio, 2% agar) supplementato 

con opportuni amminoacidi. 

3.5 Estrazione dell’RNA 

Le cellule vengono fatte crescere in 100 ml di terreno liquido fino al raggiungimento 

della fase logaritmica; viene raccolta una quantità di cellule pari a 10 OD da cui poi 

viene estratto l’RNA. 

Il campione viene risospeso in 400 µl di AE buffer (50 mM sodio acetato pH 5, 10 mM 

EDTA), si aggiunge SDS 1% finale e si passa sul vortex; si aggiungono 500 µl di 

fenolo acido/cloroformio 5:1 e si passa a lungo sul vortex, poi si mette il campione a 

65°C per 4 minuti e successivamente in ghiaccio secco, finché non è completamente 

congelato. Si centrifuga per almeno 5 minuti e si recupera il surnatante, a cui si 

aggiunge 1 volume di fenolo acido/cloroformio 1:1, si passa sul vortex e si centrifuga a 

4°C per almeno 8 minuti. Al surnatante recuperato si aggiungono 1/10 di volume di 

sodio acetato 3 M, pH 5.2 e 2.5 volumi totali di etanolo 100% freddo per precipitare 

l’RNA; si lava il pellet con 1 ml di etanolo 70% freddo e infine l’RNA è risospeso in 

50 µl di H2O DEPC (o 30 µl se la resa è bassa). Gli RNA vengono quantificati allo 
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spettrofotometro e 1 o 2 µg sono caricati su gel di acrilammide 6%, 7 M urea come 

controllo. 

3.6 Northern blot 

Su gel di acrilammide 6%, 7 M urea si caricano 10 µg di RNA totale, risospesi in 

soluzione denaturante colorata; dopo la corsa elettroforetica l’RNA è trasferito sulla 

membrana di nitrocellulosa GeneScreen Plus (PerkinElmer), mediante “semi-dry 

blotting”. 

La preibridazione viene effettuata per almeno 1 ora e 30 minuti in una soluzione 5X 

SSC, 5X Denhardt solution, 0.1 mg/ml salmon sperm DNA, 0.5% SDS (per le 

temperature utilizzate nei vari Northern blot vedi tabella 3.3). 

Per i piccoli RNA, la sonda è costituita da un oligonucleotide marcato con 32P in 5’: 

1X buffer 

10 pmol di oligonucleotide 

10 U di T4 polinucleotide chinasi (Promega) 

5 µl di γ32P-ATP (10 mCi/ml) (GE Healthcare) 

H2O (Sigma) a 20 µl 

La reazione viene lasciata a 37°C per almeno 30 minuti, poi l’enzima è inattivato a 

90°C per 7 minuti, quindi la sonda viene purificata con colonnine Micro Bio-Spin 6 

(Bio-Rad), dopo aver portato il volume a 40 µl, e la radioattività viene misurata al β 

counter. Dopo 5 minuti di denaturazione a 90°C la sonda viene aggiunta alla soluzione 

di preibridazione e lasciata o/n, alla stessa temperatura della preibridazione. 

Lavaggi: 

1°: 2X SSC, 0.1% SDS; 10 minuti; temperatura ambiente. 

2°: 1X SSC, 0.1% SDS; 7 minuti; temperatura ambiente o 42°C (se l’ibridazione è stata 

fatta a temperature maggiori di 30°C). 

3° (facoltativo): 0.2X SSC; 5 minuti ; stessa temperatura dell’ibridazione. 

Il filtro è esposto al Phosphorimager e la lastra successivamente scannerizzata. 

Per le sonde per gli mRNA di dimensioni maggiori è stato utilizzato il kit Megaprime 

DNA labeling system (GE Healthcare): è stato amplificato un frammento del gene di 

interesse di circa 500 bp (la regione amplificata non deve avere omologia con altri 

geni). A 50 ng di amplicone vengono aggiunti 2.5 µl di primers random e H2O (Sigma), 
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come da protocollo, si mette per 5 minuti a 95°C, quindi in ghiaccio e successivamente 

si aggiungono il buffer, α32P-dCTP ed enzima, si mette a 37°C per 25-30 minuti, poi si 

inattiva con 2.5 µl di EDTA 0.2 M e si porta a 40 µl. Si purifica con colonnine Micro 

Bio-Spin 6 (Bio-Rad), poi si quantifica la radioattività. Dopo 5 minuti di denaturazione 

la sonda viene aggiunta alla soluzione di preibridazione, che è stata effettuata a 65°C. 

Per questi Northern blot l’RNA è stato caricato su gel d’agarosio 1.2%, 1.9% 

formaldeide, 1X MOPS, quindi trasferito con il metodo “semi-dry blotting”. 

 

SONDA SEQUENZA T° 

snr52_mini_north GTATCAGAGATTGTTCACGCTAATG 42°C 

U3 CTTCCAAAGGAAAAAACTACAAATGCAACGGCAAAG  42°C 

snR33-r CAATTCCAACTAAGAAAACGAAGGA 28°C 

Ala_AGC_probe GGAGACCTCTCCCATGCTAAGGGAGCGCGC 42°C 

SNU13_probe GGTTCACAGTCAGCAGCCATAATGATGAATTCGGA 28°C 

snR31_probe GGTGTTTAAAAAGGCGAGGTGA 28°C 

snR32_probe GTGGGCTTTTAGTCATTCCCTG 28°C 

snR64_probe GAGAATCTGTTGTCCCTATCTGG 28°C 

snR65_probe GATACTATCTAGCATAAATTGTG 28°C 

snR24_probe GGAACTCAAAGTTCCATCTG 28°C 

NOP1_fw TGGTGCCCGTGGTGGTGCCAAGG NOP1 

NOP1_rev TGTGGGTGTGTAGCATCTTCAATGATTGG 

65°C 

NOP58_full_fw GCTTACGTTTTAACTGAAACTTCAGC NOP58 

NOP58_full_rev CTTGTCCTTCTTTTCCTTCTTAGC 

65°C 

 

 

3.7 Deplezione di Nop1p, Nop58p, Snu13p 

Per studiare gli effetti sulla biosintesi di snR52 della mancanza delle proteine “core” 

della snoRNP, sono stati utilizzati ceppi in cui i geni NOP1, NOP58 e SNU13 sono 

posti sotto il controllo di un promotore inducibile con galattosio (Tollervey et al., 1991; 

Lafontaine and Tollervey, 1999; Dobbyn and O’Keefe, 2004), in modo da poterli 

spegnere, dal momento che tutti i geni sono essenziali. 

Tabella 3.3: sonde utilizzate negli esperimenti di Northern blot 
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Le cellule sono cresciute in YPGal (1% yeast extract, 2% peptone, 2% galattosio) fino 

a OD pari a 0.4, quindi raccolte, lavate due volte con H2O sterile e risospese in un 

uguale volume di YPD; si sono poi effettuate raccolte a vari tempi. I lieviti sono stati 

mantenuti in fase di crescita esponenziale diluendo la coltura con YPD preriscaldato. 

Per il ceppo Gal::NOP58 e il relativo wt il terreno “permissivo” è costituito da 1% 

yeast extract, 2% peptone, 2% galattosio, 2% raffinosio, 2% saccarosio. 

3.8 Chromatin immunoprecipitation (ChIP) 

1° giorno 

I ceppi “TAP-tagged” d’interesse e il ceppo “parental” vengono inoculati in 200 ml di 

YPD e lasciati crescere fino a OD pari a 0.4-0.5; per “cross-linkare” DNA e proteine, 

tratto con formaldeide 1% finale per 20 minuti a temperatura ambiente, agitando 

occasionalmente, quindi aggiungo glicina 240 mM finale, per bloccare la formaldeide, 

e lascio per altri 5 minuti. Si raccolgono le cellule e si lavano due volte con 5 ml di 

TBS (20 mM Tris-HCl, pH 7.5, 150 mM NaCl) freddo, e una volta con 5 ml di FA-

lysis buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1% Triton X-

100, 0.1% sodio deossicolato, 0.1% SDS, 1 mM PMSF). 

2° giorno 

Le cellule vengono risospese in 1 ml di FA-lysis buffer freddo contenente 0.5% SDS, 

viene aggiunto lo stesso volume di “glass beads” (diam. 0.5 mm) e quindi si passa sul 

vortex per 15 minuti a 4°C, per rompere le cellule; si aggiungono 8 ml di FA e si buca 

il fondo della provette con uno spillo incandescente: il lisato viene raccolto in tubi da 

centrifuga tenuti in ghiaccio. La cromatina viene sedimentata centrifugando per 20 

minuti a 20000 g, viene poi lavata per 1 ora a 4°C con 1.5 ml di FA, centrifugata 

nuovamente e risospesa in 1.5 ml di FA, quindi lasciata per 1 ora a 4°C. 

Si sonica in modo da avere frammenti di 100-300 bp: per verificare la taglia effettiva 

del DNA, si trattano 80 µl di ciascun campione con Pronase (Calbiochem) 1.2 mg/ml 

finali, a 42°C per 1 ora e poi a 65°C per 3 ore; estraggo con fenolo/cloroformio, quindi 

carico 2 µl su gel d’agarosio 1%. 

Il volume dei campioni viene portato a 4 ml con FA, si centrifuga per 20 minuti a 

20000 g e si recupera il surnatante; si preparano aliquote da 800 µl e due da 400 µl che 

possono essere conservate a -80°C. A una delle aliquote da 800 µl aggiungo 10 µl di 
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“beads” IgG-Sepharose (GE Healthcare), precedentemente lavate due volte con 100 µl 

di TE (10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA); si lascia o/n a 4°C in agitazione. 

3° giorno 

Si lavano le “beads” con 1.4 ml di FA+275 mM NaCl per 5 minuti, quindi si ripete con 

1.4 ml di FA+500 mM NaCl, poi con 1.4 ml di “wash buffer” (10 mM Tris, pH 8, 0.25 

M LiCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 % sodio deossicolato) e infine con 1.4 ml di 

TE. La cromatina viene fluita scaldando le “beads” per 10 minuti a 65°C in 200 µl di 

buffer di eluizione (50 mM Tris, pH 7.5, 10 mM EDTA, 1% SDS), il surnatante viene 

recuperato e le “beads” vengono lavate con 200 µl di TE, che viene recuperato e unito 

al surnatante raccolto in precedenza. Si aggiunge Pronase 0.8 mg/ml e si lascia 1 ora a 

42°C e poi 5 ore a 65°C: lo stesso trattamento viene fatto su una delle aliquote da 400 

µl di cromatina, che diventerà così il controllo “input”. 

Si estrae il DNA con fenolo/cloroformio/isoamyl alcool e poi con cloroformio; si 

precipita con etanolo e sodio acetato, in presenza di 20 µg di glicogeno. 

4° giorno 

Il DNA viene risospeso in 50 µl di Tris 10 mM, pH 8; diluisco ulteriormente il 

controllo “input” 1/100. 

 

PCR (10 µl finali) 

0.25 µM di ciascun primer specifico (vedi tabella 3.4 per le sequenze) 

0.25 µM di ciascun primer di controllo 

0.1 mM di ciascun dNTP 

1X PCR buffer 

0.5 U di GoTaq (Promega) 

0.06 mCi/ml di α32P-dCTP (PerkinElmer) 

templato (in genere 1/100 del DNA immunoprecipitato; 1/20000 o 1/50000 del DNA 

“input”). 

94°C per 5’ 

 
94°C per 45’’ 

53°C per 45’’         25 cicli 

72°C per 1’20’’ 
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72°C per 7’ 

4°C for ever 

 

I prodotti di PCR sono caricati su gel di acrilammide 6%-TBE standard 1X; il gel 

seccato è stato esposto al Phosphorimager e quindi la lastra è stata scannerizzata. Come 

controllo si amplifica anche una regione a cui non si dovrebbero legare le proteine 

d’interesse (la regione scelta è compresa tra i geni PST2 e MRH1). Il segnale ottenuto 

nei campioni immunoprecipitati viene normalizzato rispetto all’efficienza di 

amplificazione (determinata dal segnale dei campioni “input”), quindi si effettua il 

rapporto tra il segnale normalizzato ottenuto per la regione d’interesse e il segnale 

normalizzato ottenuto per la regione di controllo: si ottiene così un valore che esprime 

quante volte il segnale della regione di interesse è maggiore rispetto al “background”. 

 

NOME PRIMER SEQUENZA 

snR31_-220 GGTTTTCTTATCCTGAAGGATCC 

snR31_ChIP_rev CCTCATGCTTTAAATATACTCAAC 

snR32_-224 TAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGC 

snR32_ChIP_rev GGAAAATTAATACAAACCTTCG 

snR42_ChIP_fw CGTGTTCTACAGAGCACACGG 

snR42_ChIP_rev GCAAATGCTATAGTTCACGGC 

snR45_ChIP_fw CATCTCATCTCATCAAAACCG 

snR45_ChIP_rev TACCTGTTAAATGAAAATCG 

PST2-MRH_IntergReg_fw GTCGTCTAAGGATGGTAACTAGC 

PST2-MRH_IntergReg_rev AGAACAAAAATTACTTAAGGGTCG 

 

 

3.9 Deplezione d’azoto 

Le cellule (BY4741) vengono cresciute in terreno SC fino al raggiungimento della fase 

logaritmica, quindi viene raccolto il campione al tempo 0, mentre il resto delle cellule 

viene lavato con H2O sterile e inoculato in un uguale volume di terreno minimo con 

Tabella 3.4: primer utilizzati nelle PCR della ChIP. 
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concentrazione limitante di azoto e addizionato con opportuni amminoacidi; il terreno 

minimo è così composto: 0.67% “yeast nitrogen base w/o ammonium, copper, iron” 

(Q-BIO gene), 0.25 µM (40 µg/l) solfato di rame, 200 µg/l cloruro di ferro, 25 mg/l 

solfato d’ammonio. Si effettuano poi raccolte di cellule a vari tempi. 

3.10 Induzione da glucosio 

Le cellule vengono cresciute in YP contenente glicerolo al 3% come fonte di carbonio 

(non fermentabile), fino al raggiungimento della fase logaritmica precoce (OD pari a 

0.4-0.5). Una parte della coltura viene raccolta (tempo 0), quindi al resto viene aggiunto 

glucosio al 2% e le cellule vengono lasciate crescere per altri 20 minuti, tempo 

necessario per avere la massima induzione dei geni legati alla biogenesi del ribosoma 

(Wang et al., 2004). 

3.11 Primer extension 

A 5 µg di RNA si aggiungono 2 pmol di primer marcato con γ32P-ATP (vedi paragrafo 

3.6), 1 µl di dNTP 10 mM e si porta a 12 µl con H2O (Sigma); si mette a 65°C per 5 

minuti e poi in ghiaccio per 2 minuti. Si aggiungono 4 µl di “first strand buffer” 5X, 1 

µl di DDT 0.1 M, 40 U di Superase (Ambion) e 200 U di SuperScript III (Invitrogen); 

si mette a 55°C per 1 ora, quindi si inattiva a 70°C per 15 minuti. Si precipita il cDNA 

con ½ V di acetato d’ammonio 7.5 M e etanolo 100% e alla fine il pellet viene 

risospeso in 10 µl di soluzione denaturante colorata. 

Si caricano 5 µl di ciascuna reazione (dopo aver denaturato per 5 minuti) su gel di 

acrilammide 7%, 7 M urea, 1X TBE standard; si caricano anche 3 µl delle reazioni di 

sequenziamento (vedi paragrafo 3.11.1) denaturate. La corsa si effettua a 30 W per 

circa 2 ore e 30 minuti; il gel viene quindi seccato ed esposto o/n al Phosphorimager; la 

lastra viene quindi scannerizzata. 

3.11.1 Sequenziamento 

Si utilizza il kit Thermo-Sequenase (GE Healthcare): a 500 ng di templato plasmidico 

si aggiungono 1 pmol di primer marcato, 2 µl di “Thermo-Sequenase rxn buffer 

concentrated”, 2 µl di DNA polimerasi e H2O (Sigma) fino a 17.5 µl. Di questo mix si 
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prelevano 3.5 µl e si aggiungono a ciascun ddNTP, quindi si aggiungono 5 µl di olio 

per PCR. 

 

94°C per 45’’ 

55°C per 45’’         40 cicli 

72°C per 2’ 

 

4°C for ever 

 

Si aggiungono infine 4 µl di soluzione denaturante colorata. 

3.12 Isolamento dell’RNA poli A+ 

È stato utilizzato il kit PolyATract ® mRNA Isolation Systems IV (Promega): 1 mg di 

RNA totale, contenuto in 500 µl di H2O DEPC, viene denaturato per 10 minuti a 65°C, 

vengono poi aggiunti 3 µl di Biotinylated Oligo(dT) Probe e 13 µl di SSC 20X “RNse-

free”, e la soluzione viene quindi incubata a temperatura ambiente, fino al 

raffreddamento. 

Nel frattempo le particelle paramagnetiche a cui è associata la streptavidina vengono 

risospese nel loro buffer e poi separate dal surnatante grazie a un magnete, il surnatante 

viene rimosso e le particelle sono lavate tre volte con 300 µl di SSC 0.5X, quindi 

risospese in 100 µl di SSC 0.5X. 

La reazione di “annealing” viene aggiunta alle particelle e si tiene in incubazione a 

temperatura ambiente per 10 minuti, miscelando per inversione; il surnatante viene 

rimosso e le particelle sono lavate quattro volte con 300 µl di SSC 0.1X, infine le 

particelle vengono risospese in 100 µl di H2O DEPC, per eluire l’RNA. L’eluato viene 

trasferito in un nuovo tubo e le particelle vengono lavate con 150 µl di H2O DEPC, che 

vengono poi recuperati e aggiunti al precedente eluato. La concentrazione dell’RNA 

poli A+ viene determinata allo spettrofotometro (tipicamente si ottiene l’1-5% 

dell’RNA totale di partenza). 
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3.13 Trascrizione in vitro 

La reazione avviene in un volume finale di 50 µl, con le seguenti condizioni: 10 mM 

Tris/HCl, pH 8, 5 mM MgCl2, 100 mM KCl, 1 mM DDT, glicerolo 8%, 500 µM ATP, 

CTP, GTP, 25 µM UTP, 2 µCi di α32P-UTP, 200 ng di templato, 1 µl di estratto 

nucleare (preparato come descritto in Dieci et al., 1993), 10 U di Superase (Ambion). 

Si lascia per 20 minuti a temperatura ambiente, poi si ferma la reazione mettendo i tubi 

in ghiaccio secco. Si estrae aggiungendo 50 µl di fenolo-cloroformio 1:1, pH 8 e 60 µl 

di H2O (Sigma); si recuperano 88 µl di surnatante e si passano in tubi contenenti 15 µg 

di RNA “carrier”, quindi si precipita con 50 µl di acetato d’ammonio 7.5 M ed etanolo 

100%. Il pellet ottenuto è risospeso in 15 µl di soluzione denaturante colorata. Il 

campione viene denaturato e caricato su gel d’acrilammide 6%, 7 M urea; il gel è 

successivamente seccato ed esposto al Phosphorimager e quindi la lastra viene 

scannerizzata. 

3.14 Analisi computazionale 

Le sequenze codificanti per gli snoRNA di S. cerevisiae sono quelle presenti nel 

database SGD (www.yeastgenome.org); le sequenze codificanti per gli snoRNA nelle 

specie S. bayanus (o la variante S. uvarum), S. mikatae, S. paradoxus, S. kudriavzevii 

sono state ricavate mediante ricerca di omologia, utilizzando il programma BLASTN 

(Altschul et al., 1997) (le sequenze con valore E>0.1 sono state considerate poco 

significative). Le sequenze a monte dei geni per snoRNA nelle cinque specie 

considerate sono state ricavate mediante ricerca nel database NCBI 

(www.ncbi.nlm.nih.gov), avendo a disposizione le sequenze codificanti per gli 

snoRNA: si sono considerate 400 bp a monte della sequenza codificante se lo snoRNA 

non viene processato in 5’, 600 bp se lo snoRNA è processato (o se non c’è la certezza 

del contrario). 

Per l’allineamento delle sequenze è stato utilizzato il programma ClustalX v 1.81 e gli 

allineamenti ottenuti sono stati visualizzati con GeneDoc v 2.5. 

Le ORF adiacenti ai geni per snoRNA in S. cerevisiae sono state classificate in base 

alla funzione utilizzando “The MIPS Functional Catalogue Database” 

(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/Search/Catalogs/catalog.jsp). 
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4. RISULTATI E DISCUSSIONE 

4.1 Analisi delle regioni a monte dei geni per snoR NA 

Poco si sa dei promotori dei geni per snoRNA indipendenti in S. cerevisiae; più 

studiato è stato il promotore di SNR52, trascritto dalla RNA polimerasi III e di cui si 

parlerà nel paragrafo 4.1.1. 

Un altro promotore già analizzato è quello del “cluster” costituito dai geni SNR78, 

SNR77, SNR76, SNR75, SNR74, SNR73, SNR72 (Qu et al., 1999): a monte sono stati 

individuati, oltre alla TATA box una sequenza “A/T rich” e due siti di legame per la 

proteina Rap1p, tutti elementi richiesti per una efficiente trascrizione del “cluster”. 

Queste sequenze sono state individuate anche a monte di alcuni altri geni per snoRNA, 

così come il sito di legame per Abf1p (Qu et al., 1999). 

Nello studio qui presentato si sono scelti quattro geni indipendenti monocistronici per 

l’analisi sperimentale delle regioni a monte; in parallelo è stata effettuata un’analisi 

computazionale delle regioni a monte di tutti i geni indipendenti, per identificare 

regioni conservate, e quindi potenzialmente coinvolte nella trascrizione, nei 

Saccaromiceti 

4.1.1 Analisi computazionale 

A partire dalle sequenze codificanti per snoRNA in S. cerevisiae è stata fatta una 

ricerca di omologia all’interno del regno dei funghi per identificare le specie in cui i 

geni per snoRNA sono maggiormente conservate: la conservazione è evidente in 

numerose specie di funghi e in particolare all’interno di cinque specie del genere 

Saccharomyces. Inoltre si può notare come nessun gene per snoRNA sia stato duplicato 

nelle specie considerate. Da questa prima ricerca sono stati esclusi i geni intronici, in 

quanto non saranno presi in considerazione per le successive analisi. I risultati ottenuti 

sono riportati nella Tabella 1, presente in Appendice; per altri dettagli sulla ricerca 

effettuata si veda il paragrafo 3.14. 

Nel caso delle cinque specie di Saccaromiceti che presentano maggiore conservazione, 

S. cerevisiae, S. bayanus (o la variante S. uvarum), S. mikatae, S. paradoxus, S. 

kudriavzevii, sono state considerate poi le sequenze “upstream” (vedi paragrafo 3.14); 
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le altre specie di funghi presentano una notevole divergenza nel caso delle regioni a 

monte, per cui non sono state considerate. 

Dall’allineamento delle sequenze a monte di ogni gene di S. cerevisiae con le sequenze 

a monte dei geni ortologhi nelle altre specie è emersa la conservazione di alcuni 

elementi ricorrenti. La TATA box è molto ben conservata e quasi sempre presente 

(vedi Tabella 4.1); la sequenza consenso, che si ricava confrontando le TATA box in S. 

cerevisiae, è in accordo con quella presente in Basehoar et al., 2004 (vedi allineamento 

presente in Appendice). A monte della TATA box sono spesso presenti altri due 

elementi di sequenza conservati: una è molto simile (e a volte uguale) alla sequenza 

consenso per Reb1p, l’altra (ARCCCTaa) è riconducibile alla sequenza che 

recentemente è stata indicata come la sequenza consenso per Nrg1p (Stanley et al., 

2006), ma che può anche essere ricondotta alla sequenza che viene legata da Tbf1p 

(figura 4.1). 

 

 

 

 

Reb1p è una proteina legante il DNA (consenso: CGGGTAA o TTACCCG), essenziale 

per la vitalità della cellula; questa proteina è implicata nella trascrizione della RNA 

polimerasi I e della RNA polimerasi II, nella terminazione pol I, nell’organizzazione 

della cromatina e, inoltre, può esercitare una regolazione sia positiva che negativa sul 
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Figura 4.1: allineamento di alcune regioni a monte dei geni per snoRNA in S. cerevisiae che 

mostra la conservazione dell’elemento che può essere ricondotto alla sequenza consenso per 

Nrg1p o Tbf1p. A destra è riportata la distanza dell’elemento dalla TATA box, per ogni gene. 
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proprio gene (Wang and Warner, 1998). È stato anche mostrato un ruolo di Reb1p 

come fattore che impedisce il propagarsi del “silencing” oltre i telomeri (Fourel et al., 

2001). Nel caso del consenso è permessa una certa flessibilità e l’affinità di legame può 

essere influenzata dai nucleotidi adiacenti. 

Nrg1p è noto come repressore richiesto per la repressione da glucosio (Park et al., 

1999) ed è coinvolto in altri processi quali la crescita invasiva e la risposta a pH 

alcalini. La sequenza consenso fornita in Park et al., 1999 è CCCT, in Harbison et al., 

2004 è GGACCCT, mentre in Stanley et al., 2006 è GCCCTAA: quest’ultima sequenza 

è quella che viene ritrovata a monte dei geni per snoRNA nei cinque Saccaromiceti 

analizzati. 

Tbf1p è in grado di legare le ripetizioni TTAGGG o TTAGGG-like presenti nelle 

regioni subtelomeriche, dove sono associate ai siti di legame per Reb1p; inoltre è stato 

osservato come Tbf1p possa legarsi anche all’interno dei cromosomi, in particolare 

nelle regioni intergeniche, cosa che permette di ipotizzare un ruolo di questa proteina 

nel delimitare regioni di espressione sul genoma. Stesso ruolo può essere ipotizzato 

anche per Reb1p (Koering et al., 2000). 

Un altro elemento la cui presenza è stata evidenziata in questa analisi è RRPE 

(ribosomal RNA processing element), frequente a monte dei geni coinvolti nella 

biogenesi del ribosoma, e il cui consenso è TGAAAA(A/T)TTT(T/C) (Hughes et al., 

2000); Stb3p è stata recentemente individuata essere una proteina legante questo 

motivo (Liko et al., 2007). La mancanza di questa proteina ha effetti sull’induzione da 

glucosio di molti geni che presentano RRPE a monte, ma anche su geni che sembrano 

non avere RRPE: da questo si può ipotizzare che Stb3p faccia parte di un processo che 

coinvolge più componenti ridondanti. Il motivo RRPE è molto meno frequente rispetto 

agli altri due individuati a monte dei geni per snoRNA, e meno conservato; inoltre la 

sua posizione è estremamente variabile. 

Quando è presente a monte di geni codificanti per proteine, RRPE è spesso seguito, ad 

una distanza di 6-60 bp, da un altro elemento di sequenza, chiamato PAC (“polymerase 

A and C”), per la ricorrenza nei promotori dei geni codificanti per le subunità delle 

RNA polimerasi I e III; il consenso è GCGATGAG o CTCATCGC. La combinazione 

RRPE-PAC viene identificata a monte di SNR45 e SNR190 ed effettivamente in questi 

casi è presente in 5’ un gene coinvolto nella biosintesi del ribosoma, trascritto in 
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direzione opposta (rispettivamente NOC4 e RPA34). È stato notato come molti geni 

coinvolti nella biogenesi del ribosoma (e dei quali molti presentano RRPE e/o PAC nel 

promotore) siano adiacenti sul genoma, con orientamento sia divergente, sia 

convergente, sia in tandem (Wade et al., 2006). 

Entrambi gli elementi sono presenti anche a monte del gene SNR84 ma in questo caso il 

gene presente a monte (HLR1) è piuttosto distante (1560 bp tra la base +1 di HLR1 e la 

prima base codificante per snR84 maturo) e non sembra essere coinvolto nella 

biogenesi del ribosoma. 

In numerosi casi è stata messa in evidenza la presenza di una sequenza poli(A/T) poco 

a monte rispetto alla TATA box (si è assunto che poli(A/T) sia una sequenza continua 

di almeno sette A o sette T; nella Tabella 4.1 il poli(A/T) è stato considerato solo se la 

prima base è distante dalla TATA box non più di 55 bp); sequenze di questo tipo sono 

state descritte a monte della TATA box di svariati geni ed è stato dimostrato come esse 

siano necessarie per una efficiente trascrizione (Struhl, 1985). Sembra che la particolare 

struttura di queste sequenze di DNA (rigide, con un solco minore schiacciato e con 10 

bp per giro, invece di 10.5), chiamate “T-tracts”, interferisca con la formazione e la 

disposizione dei nucleosomi, anche se sono noti alcuni esempi di “T-tracts” presenti in 

regioni organizzate in nucleosomi (Suter et al., 2000). Probabilmente, per impedire la 

formazione dei nucleosomi in vivo sono richieste altre attività oltre alla presenza di un 

elemento “T-rich”, come osservato nel caso del gene RPS28A in cui è necessaria la 

presenza di un “T-tract” e di un sito di legame per Abf1p per creare una regione priva 

di nucleosomi (Lascaris et al., 2000). 

Il sito per Rap1p, già noto essere presente a monte di alcuni geni per snoRNA in S. 

cerevisiae (Qu et al., 1999) viene ritrovato discretamente conservato tra i 

Saccaromiceti, mentre il sito per Abf1p, anche lui identificato a monte di geni per 

snoRNA nello stesso studio, non risulta essere conservato. 

Alcune regioni a monte risultano essere estremamente poco conservate nei cinque 

genomi confrontati, per esempio nel caso di SNR87 o di SNR52: quest’ultimo gene è 

trascritto dalla polimerasi III e le A e B box sono contenute all’interno della regione 

trascritta (vedi paragrafo 4.2.1), tuttavia risulta non essere conservata neanche la TATA 

box presente a monte del gene in S. cerevisiae (vedi allineamento presente 

nell’Appendice). 
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I geni paraloghi SNR17A e SNR17B, codificanti per U3, presentano sequenze 

“upstream” notevolmente differenti: nella regione a monte di SNR17A è possibile 

riconoscere una TATA box, un motivo RRPE, un motivo poli(T) (anche se distante 80 

bp dalla TATA box), una sequenza AACCCTGA e un possibile sito di legame per 

Rap1p, mentre nella regione a monte di SNR17B si può identificare solo la TATA box e 

un possibile sito di legame per Rap1p; la maggiore abbondanza di U3A rispetto a U3B 

precedentemente osservata (Hughes et al., 1987) potrebbe essere spiegata ammettendo 

che uno degli elementi presenti a monte di SNR17A stimoli fortemente la trascrizione 

(gli allineamenti sono presenti nell’Appendice). 

Molto ben conservata è invece la regione, lunga 163 bp, tra NME1, codificante per 

l’RNA MRP, e SNR66 (l’allineamento è presente in Appendice). Lo snoRNA snR66 è 

sintetizzato come precursore, quindi il sito d’inizio della trascrizione di SNR66 

dovrebbe essere molto vicino all’estremità 3’ di NME1; in letteratura non è noto che i 

due geni facciano parte di una unità dicistronica, anche se, da un esperimento di 

“primer extension” presente in Lee et al., 2003, sembra che la prima base trascritta di 

SNR66 si trovi all’interno di NME1. La Tabella 4.1 riporta gli elementi identificati a 

monte delle 56 unità trascrizionali indipendenti in S. cerevisiae e la loro frequenza; le 

posizioni sono invece riassunte nella figura 4.2. 

La Tabella 2 presente in Appendice riporta in dettaglio tutti gli elementi di sequenza 

presenti a monte di ciascun gene e conservati nelle cinque specie di Saccaromiceti 

analizzati. 

 C/D (29) H/ACA (27) TOTALE (56) 

TATA box 23 22 45 

Reb1p binding site 8 14 22 

ARCCCTaa 20 17 37 

RRPE 9 5 14 

Poli (A/T) 12 11 23 

 Tabella 4.1: frequenza degli elementi di sequenza identificati a monte dei geni indipendenti per snoRNA 

in S. cerevisiae. Se RRPE è presente due volte a monte dello stesso gene, in questa tabella è conteggiato 

una volta sola. 
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Dall’allineamento mostrato in Appendice. si può vedere come, in S. cerevisiae, sia 

conservata discretamente anche la sequenza attorno al sito di inizio; tale sequenza è in 

accordo con il consenso A(A-rich)5NYA(A/T)NN(A-rich)6, riportato in precedenza 

(Zhang and Dietrich, 2005), ad eccezione della sequenza (A-rich)6. 

È infine interessante sottolineare che una porzione non trascurabile dei geni che 

fiancheggiano i geni per snoRNA è coinvolta nella sintesi proteica, ed in particolare 

nella biogenesi del ribosoma (vedi Tabella 3 presente in Appendice). 

4.1.2 Analisi sperimentale: scelta dei geni 

Parallelamente all’analisi computazionale è stata condotta anche una analisi in vivo 

delle regioni a monte di alcuni geni per snoRNA in S. cerevisiae. Sono stati scelti due 

geni per snoRNA H/ACA box (SNR31 e SNR32) e due geni per snoRNA C/D box 

(SNR64 e SNR65): questi geni sono non essenziali e costituiscono unità indipendenti 

monocistroniche. 

Studiando il processamento dell’estremità 5’ degli snoRNA trascritti in modo 

indipendente, è stato possibile notare come gli snoRNA H/ACA box siano 

prevalentemente non processati (16 su 27; per 6 non sono stati trovati riferimenti in 

letteratura), mentre gli snoRNA C/D box sono nelle maggior parte dei casi processati 

(24 su 29) (Ghazal et al., 2005; Hiley et al., 2005; Davis and Ares, 2006): i geni scelti 

seguono questo criterio. 

 

GENETATA boxPoly (A/T)Reb1p b. s.ARCCCTaa

-59/-140 from TSS-25/-74 from TATA box

-11/-52 from TATA box-49/-112 from TATA box

GENEGENETATA boxTATA boxPoly (A/T)Poly (A/T)Reb1p b. s.Reb1p b. s.ARCCCTaaARCCCTaa

-59/-140 from TSS-25/-74 from TATA box

-11/-52 from TATA box-49/-112 from TATA box

 

Figura 4.2: schema riassuntivo delle posizioni degli elementi identificati. Quando sono presenti 

più motivi nella regione a monte del gene per snoRNA, l’ordine è quello mostrato in figura; RRPE 

non è indicato in quanto la sua posizione è estremamente variabile rispetto alla TATA box e agli 

altri elementi. TSS: “transcription start site”. 
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4.1.3 Analisi della regione a monte di SNR31 

L’allineamento della regione a monte del gene SNR31 fra i genomi dei cinque 

Saccaromiceti è mostrato nella figura 4.3. 

Per studiare in vivo la regione “upstream” di SNR31 si sono inizialmente preparati 

quattro costrutti (SNR31 wt, SNR31 -220, SNR31 -107, SNR31 -9) in cui tale regione è 

progressivamente deleta. I costrutti sono stati trasformati nel ceppo YS669, deleto per il 

gene SNR31 (Balakin et al., 1993), quindi l’espressione di snR31 è stata analizzata 

mediante Northern blot (figura 4.4 B): si osserva la trascrizione dei costrutti SNR31 wt 

e SNR31 -220 mentre i mutanti che presentano una delezione maggiore a monte del 

gene non vengono trascritti (nonostante la presenza della TATA box e di un elemento 

conservato con sequenza uguale al sito di legame di Tbf1p, nel costrutto SNR31 -107). 

Per quanto riguarda i mutanti trascritti si può riscontrare un aumento della trascrizione 

per SNR31 -220 rispetto al wt: nella regione deleta è presente il gene SNR5 che viene 

trascritto nel senso opposto rispetto a SNR31 (figura 4.4 A); si può ipotizzare che tra i 

due geni ci sia “competizione” per la trascrizione nella situazione wt e che 

l’eliminazione della sola sequenza codificante per snR5 provochi una maggiore 

efficienza di trascrizione di snR31. 

Dall’analisi computazionale risulta che nella regione compresa tra 107 e 220 bp a 

monte del gene è situato, oltre alla TATA box di SNR5, un elemento RRPE, per cui si 

sono preparati due ulteriori costrutti in cui la regione “upstream” comprende l’elemento 

RRPE e ciò che si trova a valle: in un caso RRPE è integro (costrutto SNR31 -124), 

nell’altro si sono introdotte mutazioni per distruggere RRPE (costrutto SNR31 RRPE 

down). Mediante Northern blot è possibile osservare che la trascrizione avviene nel 

caso di SNR31 -124 mentre è drasticamente ridotta nel caso di SNR31 RRPE down, 

cosa che permette di affermare che la presenza di RRPE è fondamentale per una 

efficiente trascrizione di SNR31, la quale invece non è influenzata dalla TATA box di 

SNR5. 

Si può rilevare come il motivo RRPE sia richiesto per l’espressione di SNR31 

nonostante tra RRPE e il gene sia presente un possibile sito di legame per Tbf1p, per 

cui è noto un ruolo nella formazione di regioni genomiche con funzione di “insulator” 

(Fourel et al., 2001). È possibile che RRPE sia coinvolto anche nella trascrizione di 

SNR5 (la sequenza può essere considerata palindromica) e l’eliminazione di 
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quest’ultimo gene potrebbe rendere RRPE disponibile esclusivamente per la 

trascrizione di SNR31, spiegando così l’aumento di trascrizione che si osserva nel caso 

del mutante SNR31 -220. 

 

 

Figura 4.3: allineamento delle regioni a monte di SNR31 in cinque specie di Saccaromiceti; gli 

elementi conservati sono evidenziati con colori differenti: in rosso la TATA box, in verde 

l’ipotetico sito di legame per Tbf1p, in azzurro RRPE e in arancione la TATA box di SNR5. 
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4.1.4 Analisi della regione a monte di SNR32 

L’allineamento delle 400 bp a monte di SNR32 nelle cinque specie di Saccaromiceti è 

mostrato nella figura 4.5. 

Anche nel caso di SNR32 si sono inizialmente preparati quattro costrutti (SNR32 wt, 

SNR32 -224, SNR32 -100, SNR32 -7), successivamente trasformati nel ceppo YS670 

deleto per SNR32 (Balakin et al., 1993). Dall’analisi Northern blot (figura 4.6 B) risulta 

un’efficiente trascrizione dei primi due costrutti, mentre non si osserva trascrizione 

Figura 4.4: A: la regione a monte di SNR31 in S. cerevisiae. Sono riportati i costrutti analizzati (la 

prima base di ciascuno è in arancione); la sequenza sottolineata corrisponde a SNR5; la TATA box di 

SNR31, il motivo RRPE, la sequenza uguale al sito di legame per Tbf1p e la TATA box di SNR5 sono 

evidenziati (stessi colori utilizzati nella figura 4.3); le mutazioni introdotte per ottenere SNR31 RRPE 

down sono riportate al di sotto di RRPE. B: analisi della trascrizione di SNR31 nei diversi costrutti 

mediante Northern blot; i nomi dei costrutti sono riportati al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide 

vuoto). U3 è stato utilizzato come controllo. Le quantificazioni sono riportate al di sotto di ciascuna 

corsia; il valore ottenuto per il wt è stato fissato come pari a 1. 

TGAAGTGAAGATATGTACACCTAGAGCGAACCAATGATAATTTGTTTTCTTAATTAAG

AAAAACCATTAAAACTGGATTAGATTTCAATAATGAAAAGCTAGGAACAAAAAAAATT

GGTCTACTTCCAGCCATTTGCGCTTTATATAGACATATGGAGGCGTGATGTCTTAAGC

ATGGTAATCCGGAAGATCAGTTTATTGAATGATGGTTTTCTTATCCTGAAGGATCCTG

CAAATGAAGTAAGTTCAAAGAATTGAAATGAAATCGCCTTTTATACCCTCGCCGCACC

AAGGAGCGCGCTGTGAAAATTTTTCGCTTTATCTCTTAGGGCTCCTACTGTCGGTAGA

GAAAAGTTGAGTATATTTAAAGCATGAGGTAACTTTTCTGCCCATTTTTACTTCTATT

TCCATTTGAATTCAGAAAAGT

gcg acc

wt

-220

-124/RRPEd -107

-9

TGAAGTGAAGATATGTACACCTAGAGCGAACCAATGATAATTTGTTTTCTTAATTAAG

AAAAACCATTAAAACTGGATTAGATTTCAATAATGAAAAGCTAGGAACAAAAAAAATT

GGTCTACTTCCAGCCATTTGCGCTTTATATAGACATATGGAGGCGTGATGTCTTAAGC

ATGGTAATCCGGAAGATCAGTTTATTGAATGATGGTTTTCTTATCCTGAAGGATCCTG

CAAATGAAGTAAGTTCAAAGAATTGAAATGAAATCGCCTTTTATACCCTCGCCGCACC

AAGGAGCGCGCTGTGAAAATTTTTCGCTTTATCTCTTAGGGCTCCTACTGTCGGTAGA

GAAAAGTTGAGTATATTTAAAGCATGAGGTAACTTTTCTGCCCATTTTTACTTCTATT

TCCATTTGAATTCAGAAAAGT

gcg acc

wt

-220

-124/RRPEd -107

-9
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negli altri due casi (malgrado la presenza della TATA box nel mutante SNR32 -100). 

Nella regione tra 100 e 224 bp a monte del gene sono presenti un elemento molto 

simile al sito di legame per Reb1p (-38 bp dalla TATA box) e un elemento 

AGCCCTAC (-71 bp dalla TATA box) (figura 4.6 A); con un ulteriore costrutto viene 

eliminato il sito più distante dal gene (costrutto SNR32 -148): la trascrizione è ancora 

presente a livelli paragonabili agli altri casi, quindi l’ipotetico sito di legame per Nrg1p 

(GCCCTAC) non sembra influire sulla trascrizione. A questo punto si preparano altri 

due mutanti che escludono tutta la porzione a monte rispetto al sito per Reb1p: questo 

elemento è mantenuto in un caso (SNR32 -127) e mutato nell’altro (SNR32 Reb down): 

in entrambi i casi è ancora presente la trascrizione del gene. L’attenzione viene quindi 

posta a una sequenza poliA presente subito a valle del sito per Reb1p e conservata tra i 

Saccaromiceti (figure 4.6 A e 4.5). Per verificare un eventuale coinvolgimento delle 

sequenza poliA nella trascrizione di SNR32 vengono preparati due ulteriori mutanti, i 

quali presentano sempre 127 bp a monte del gene ma sono entrambi privi della 

sequenza poliA, in combinazione con la sequenza per Reb1p wt (costrutto SNR32 poliA 

down) o mutata (costrutto SNR32 Reb down-poliA down): in entrambi i casi la 

trascrizione è abolita, per cui si può concludere che la sequenza poliA ha un ruolo 

fondamentale nella trascrizione di SNR32, mentre il sito di legame per Reb1p non è 

richiesto per la trascrizione (figura 4.6 B). Forse Reb1p è coinvolto nell’organizzazione 

del genoma in domini indipendenti di espressione genica: è noto come questa proteina, 

così come Tbf1p, sia responsabile della funzione di “insulator” osservata per alcuni 

promotori (Fourel et al., 2001). 
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CCTATCCATACCCGTTTCTAGACGTGAACGAGCCGTACAAGTCGATTATATTTGTTGT

TGTTGCTACTATTACGTGGGCTTATTATGTATTTTATCAAAAGTTTCCGCCAAAATAC

ATCAAGAAGTCGGCAAAGAAAGGTGATAAGAATTAGCATTACTACTAGTATACTACTA

TTTAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGCAAATCTCAAATTTTGCTACTTAATTCTTATT

TTCGTGCTAGCCCTACAACGGAACCCAAAAAATCAATCACCAGGGTAAGCGGGAAAAA

AAAAAAGTGTAGGAACCGCACTATAAAAAGTCGAAGGTTTGTATTAATTTTCCACACC

TCTTTAGTTTTGTTATAATCAAATTCCTTTTGGTTTTTGTTTTAAAAAGGCC

wt

-7

-100

-220

-148 -127

at c c g

t c

CCTATCCATACCCGTTTCTAGACGTGAACGAGCCGTACAAGTCGATTATATTTGTTGT

TGTTGCTACTATTACGTGGGCTTATTATGTATTTTATCAAAAGTTTCCGCCAAAATAC

ATCAAGAAGTCGGCAAAGAAAGGTGATAAGAATTAGCATTACTACTAGTATACTACTA

TTTAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGCAAATCTCAAATTTTGCTACTTAATTCTTATT

TTCGTGCTAGCCCTACAACGGAACCCAAAAAATCAATCACCAGGGTAAGCGGGAAAAA

AAAAAAGTGTAGGAACCGCACTATAAAAAGTCGAAGGTTTGTATTAATTTTCCACACC

TCTTTAGTTTTGTTATAATCAAATTCCTTTTGGTTTTTGTTTTAAAAAGGCC

wt

-7

-100

-220

-148 -127

CCTATCCATACCCGTTTCTAGACGTGAACGAGCCGTACAAGTCGATTATATTTGTTGT

TGTTGCTACTATTACGTGGGCTTATTATGTATTTTATCAAAAGTTTCCGCCAAAATAC

ATCAAGAAGTCGGCAAAGAAAGGTGATAAGAATTAGCATTACTACTAGTATACTACTA

TTTAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGCAAATCTCAAATTTTGCTACTTAATTCTTATT

TTCGTGCTAGCCCTACAACGGAACCCAAAAAATCAATCACCAGGGTAAGCGGGAAAAA

AAAAAAGTGTAGGAACCGCACTATAAAAAGTCGAAGGTTTGTATTAATTTTCCACACC

TCTTTAGTTTTGTTATAATCAAATTCCTTTTGGTTTTTGTTTTAAAAAGGCC

wt

-7

-100

-220

-148 -127

at c c g

t c

 

 

Figura 4.5: allineamento delle regioni a monte di SNR32 in cinque specie di Saccaromiceti; gli 

elementi conservati sono evidenziati con colori differenti: in rosso la TATA box, in blu la sequenza 

poli(A), in viola il sito di legame per Reb1p e in rosa l’ipotetico sito di legame per Nrg1p. 
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4.1.5 Analisi della regione a monte di SNR64 

L’allineamento delle regioni a monte di SNR64 nelle cinque specie di Saccaromiceti è 

mostrato nella figura 4.8. 

L’analisi della regione “upstream” di SNR64 è complicata dal fatto che lo snoRNA è 

sintetizzato in forma di precursore e il sito d’inizio della trascrizione non è stato 

definito in modo preciso. Inizialmente si è deciso di considerare 516 bp a monte 

rispetto alla prima base del trascritto maturo per creare il costrutto SNR64 wt; in più 

sono stati preparati altri tre costrutti progressivamente deleti, i quali sono stati 

trasformati nel ceppo YM4585, deleto per SNR64 (Lowe and Eddy, 1999). 

Successivamente è stata effettuata una “primer extension” (figura 4.7) per cercare di 

identificare il sito d’inizio della trascrizione in vivo: dopo tale analisi tuttavia rimane 

ancora un’ incertezza tra tre basi (A -164, A -163, G -162 rispetto alla prima base dello 

snoRNA maturo). Nella denominazione dei mutanti e nella definizione della posizione 

degli elementi conservati, per convenzione assumerò come base +1 la A -164; lo stesso 

criterio è stato utilizzato nell’allineamento mostrato nella figura4.8. Dall’analisi di 

omologia risulta che il sito di inizio è situato in una regione, presente solo in S. 

cerevisiae, in cui si ripete la sequenza AAG. L’RNA su cui è stata eseguita la “primer 

extension” è stato estratto dal ceppo rnt1∆ xrn1∆ rat1-1 (Danin-Kreiselman et al., 

2003), in cui i precursori degli snoRNA sono più stabili, a causa del sistema di 

processamento difettivo. 

I costrutti quindi sono SNR64 -231, SNR64 -89, SNR64 +27, mentre il wt comprende 

352 bp a monte del gene. Dal Northern blot (figura 4.9 B) risulta che il mutante SNR64 

-231 è trascritto in modo meno efficiente rispetto al wt mentre SNR64 -89 è trascritto 

Figura 4.6: A: la regione a monte di SNR32 in S. cerevisiae. Sono riportati i costrutti analizzati (la 

prima base di ciascuno è in arancione); la TATA box, l’elemento GCCCTAC, il sito di legame per 

Reb1 (AGGGTAA) e la sequenza poli(A) sono evidenziati (stessi colori utilizzati nella figura 4.5); le 

mutazioni introdotte per ottenere SNR32 Reb down, SNR32 poliA down e SNR32 Reb down-poliA down 

sono riportate al di sotto della sequenza; per questi mutanti la prima base è la stessa di SNR32 -127. B: 

analisi della trascrizione di SNR32 nei diversi costrutti mediante Northern blot; i nomi dei costrutti sono 

riportati al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide vuoto). U3 è stato utilizzato come controllo. Le 

quantificazioni sono riportate al di sotto di ciascuna corsia; il valore ottenuto per il wt è stato fissato 

come pari a 1. 
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più efficientemente; per SNR64 +27 c’è un crollo della trascrizione, dato non 

sorprendente dal momento che in tale costrutto è stato eliminato anche il sito d’inizio; 

negli altri casi è sempre presente una TATA box a -65 bp, mentre in SNR64 -231 è 

presente anche un motivo AGCCCTAA a -80 bp dalla TATA box, la cui eliminazione 

ha un debole effetto positivo sulla trascrizione. Per verificare che effettivamente non ci 

sono sequenze a monte della TATA box che agiscono come attivatori trascrizionali, 

viene preparato un altro mutante, SNR64 -66, in cui è presente solo la TATA box e la 

regione a valle: in effetti la trascrizione del gene avviene ad alti livelli anche in questo 

caso. In questo mutante è stato eliminato un sito poli(A), precedentemente identificato 

(Qu et al., 1999) per il quale quindi può essere escluso un ruolo rilevante nella 

trascrizione. Il lieve aumento della trascrizione per SNR64 -89 potrebbe essere spiegato 

dall’eliminazione di siti di legame per repressori, forse dall’eliminazione proprio del 

motivo AGCCCTAA; il calo della trascrizione osservato per SNR64 -231 potrebbe 

essere spiegato dalla eliminazione di uno o più siti di legame per attivatori, la cui 

presenza non emerge dall’analisi di omologia. Un sito imperfetto per il repressore 

Sko1p è presente a monte del gene ma è escluso in tutti i costrutti preparati. 

 

snR64

T G C A snR64

T G C AT G C A

 

Figura 4.7: determinazione della prima 

base trascritta per SNR64, mediante 

primer extension. 
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TTCAATGATTACTACAAGAGGCATTTTCCGTCGTCAGTGATATGAATAGCACGGTGAGG

TCCAGAAGAGATAGTAGGAAGTTTAATACTGGCTCAAAGGCATACTTATATCGACAAGC

TAAGCGCAAATACTACTTTGTGGTACATCATCAGCATTGCTTTCGAGAAAACAGCATTT

AAAATCAGCCATTTGCTGCGCTTTCTTTAAGCCCTAACAGAAAATAGTTCAAAAAGGCC

TATAAGAAGCAAAAAAAGTGAAAAATACGAAAAAATACTCCAGCGGAGGAGTATAAAAG

GGAGGAAAATACAAAATGTAGTTGTGTTGTTACGCATCTCAAAGAAGAAAGAAGAAG 

wt

-231

-89 -66

TTCAATGATTACTACAAGAGGCATTTTCCGTCGTCAGTGATATGAATAGCACGGTGAGG

TCCAGAAGAGATAGTAGGAAGTTTAATACTGGCTCAAAGGCATACTTATATCGACAAGC

TAAGCGCAAATACTACTTTGTGGTACATCATCAGCATTGCTTTCGAGAAAACAGCATTT

AAAATCAGCCATTTGCTGCGCTTTCTTTAAGCCCTAACAGAAAATAGTTCAAAAAGGCC

TATAAGAAGCAAAAAAAGTGAAAAATACGAAAAAATACTCCAGCGGAGGAGTATAAAAG

GGAGGAAAATACAAAATGTAGTTGTGTTGTTACGCATCTCAAAGAAGAAAGAAGAAG 

wt

-231

-89 -66

 

Figura 4.8: allineamento delle regioni a monte di SNR64 in cinque specie di Saccaromiceti; gli 

elementi conservati sono evidenziati con colori differenti: in rosso la TATA box, in blu la sequenza 

poli(A) e in rosa l’ipotetico sito di legame per Nrg1p. 
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4.1.6 Analisi della regione a monte di SNR65 

L’allineamento delle regioni a monte di SNR65 nelle cinque specie di Saccaromiceti è 

mostrato nella figura 4.11 (il sito d’inizio della trascrizione è stato definito mediante 

“primer extension”, come indicato di seguito). 

Anche snR65 è sintetizzato come precursore e anche in questo caso non è stato definito 

il sito d’inizio della trascrizione, quindi si sono considerate, per il costrutto SNR65 wt, 

529 bp a monte della sequenza codificante e successivamente si sono preparati tre 

costrutti progressivamente deleti, i quali sono stati trasformati nel ceppo YM4585, 

deleto per SNR65 (Lowe and Eddy, 1999). 

In seguito si è fatta una “primer extension” per cercare di stabilire il sito d’inizio di 

SNR65 (figura 4.10): come per SNR64 resta un’incertezza tra tre basi (A -117, A -116, 

T -115 rispetto al trascritto maturo). Per convenzione assumo A -117 come base +1 e in 

base a questo i costrutti risultano essere definiti come SNR65 -219, SNR65 -98, SNR65 

+7, mentre SNR65 wt comprende 412 bp a monte del gene. Dal Northern blot (figura 

4.11 B) risulta che la trascrizione nel costrutto SNR65 -219 è più efficiente che nel 

costrutto wt: forse viene rimosso un sito di legame per un repressore, anche se non è 

nota la presenza di tali siti a monte di SNR65. Procedendo con le delezioni si osserva, 

per il costrutto SNR65 -98, un livello di trascrizione simile al wt; in tale costrutto è stato 

eliminato il motivo AACCCTAA (-67 bp rispetto alla TATA box), che quindi, in 

questo caso, sembrerebbe avere un ruolo nell’attivazione della trascrizione. Per 

verificare che non ci siano elementi richiesti per la trascrizione a monte della TATA 

box, viene preparato un costrutto aggiuntivo, SNR65 -59, in cui è deleta tutta la regione 

a monte della TATA box: la trascrizione è ancora paragonabile al costrutto SNR65 -98 

e al wt, quindi sembra che la presenza della sola TATA box sia sufficiente per garantire 

una apprezzabile trascrizione di SNR65. 

Figura 4.9: A: la regione a monte di SNR64. Sono riportati i costrutti analizzati (la prima base di 

ciascuno è in arancione), ad eccezione di SNR64 +27; la TATA box, il putativo sito di legame per 

Nrg1p e la sequenza poli(A) sono evidenziati (stessi colori utilizzati nella figura 4.8). B: analisi della 

trascrizione di SNR64 nei diversi costrutti mediante Northern blot; i nomi dei costrutti sono riportati 

al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide vuoto). U3 è stato utilizzato come controllo. Le 

quantificazioni sono riportate al di sotto di ciascuna corsia; il valore ottenuto per il wt è stato fissato 

come pari a 1. 
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Un sito di legame per Abf1p è stato precedentemente identificato a monte della TATA 

box (Qu et al., 1999) ma questo sito non è stato evidenziato dalla nostra analisi di 

omologia (inoltre non viene riportato tra i siti di legame per proteine a monte di SNR65 

nel database SGD); nello stesso studio viene identificata anche una sequenza poli(A) 

che è chiaramente riconoscibile a monte della TATA box (figura 4.5 B) in S. 

cerevisiae, ma che risulta conservata solo in alcuni degli altri Saccaromiceti considerati 

e inoltre non sembra essere coinvolta nella trascrizione (la sua eliminazione nel 

mutante SNR65 -59 non provoca cambiamenti nei livelli di espressione). 

Dall’analisi dei due geni per snoRNA C/D box sembra emergere che solo la TATA box 

è richiesta per la trascrizione; non si può escludere la presenza di motivi di sequenza 

importanti a valle della TATA box, ma è anche possibile ipotizzare, per questi 

snoRNA, un legame tra il sistema di trascrizione e l’apparato di processamento dello 

snoRNA, e quindi un controllo a livello post-trascrizionale piuttosto che un controllo 

della trascrizione. 

Non si può escludere che gli elementi di sequenza identificati possano essere importanti 

per la trascrizione in condizioni di crescita differenti da quelle saggiate negli 

esperimenti precedentemente riportati. 
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Figura 4.11: allineamento delle regioni a monte di SNR65 in cinque specie di Saccaromiceti; gli elementi 

conservati sono evidenziati con colori differenti: in rosso la TATA box, in blu la sequenza poli(A) e in rosa 

l’ipotetico sito di legame per Nrg1p. 
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Figura 4.10: determinazione della prima 

base trascritta per SNR65, mediante 

primer extension. 
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4.1.7 Legame di proteine a monte dei geni per snoRN A 

Mediante ChIP si è verificato il legame di alcune proteine nella regione “upstream” dei 

geni per snoRNA. Le proteine inizialmente prese in esame sono Reb1p, Rap1p e 

Hmo1p: quest’ultima è stata presa in considerazione in quanto in precedenti studi è 

stata trovata legata a monte di geni per proteine ribosomiali e lungo il gene per l’rRNA 

(Hall et al., 2006); il legame ai promotori per proteine ribosomiali dipende dalla 

presenza di Rap1p e in misura minore, di Fhl1p. Le regioni “upstream” prese in 

considerazione sono quelle di SNR32, SNR42 e SNR45: nelle ultime due il consenso per 

Reb1p è perfetto mentre nel caso di SNR32 è presente un “mismatch” (AGGGTAA). 

ATAATCATATACAAATATCACCTGTAATATATAAGAATATATGAGCTATTGATTTTCTTC

TACCGCCTGATTTAGTTGTTTTCACTCTTCAAAACTAAATTCAGTATTAGCGACAGTGGA

GGTGCTAGTACTCTGTAAATGAAAGTAAACGCTGGTATTCATGTAGAGCACCAACCTGAC

TGTGAATGCGTAAGCTGAAACATGATAGCCGCCTGTAAAATATTGTTATCAATAAGTAGA

CCGGCTTACACGAATAGGATTCGCTTTATTCTTTACTCCCCACTCAACCCTAAGCAATGT

TCAAAATAGTGTGAGATTATTTTATGCGCGCCTCCTTCAAAAAAAAATTTACATATATAA

CATAGGTGGAAAAACTTCCCTCCGATGTCTAATAAGTTAATCAATAGAATGA 

wt

-219

-98 -59

ATAATCATATACAAATATCACCTGTAATATATAAGAATATATGAGCTATTGATTTTCTTC

TACCGCCTGATTTAGTTGTTTTCACTCTTCAAAACTAAATTCAGTATTAGCGACAGTGGA

GGTGCTAGTACTCTGTAAATGAAAGTAAACGCTGGTATTCATGTAGAGCACCAACCTGAC

TGTGAATGCGTAAGCTGAAACATGATAGCCGCCTGTAAAATATTGTTATCAATAAGTAGA

CCGGCTTACACGAATAGGATTCGCTTTATTCTTTACTCCCCACTCAACCCTAAGCAATGT

TCAAAATAGTGTGAGATTATTTTATGCGCGCCTCCTTCAAAAAAAAATTTACATATATAA

CATAGGTGGAAAAACTTCCCTCCGATGTCTAATAAGTTAATCAATAGAATGA 

wt

-219

-98 -59
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1.38 1.03 0.861- -
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A 

Figura 4.12: A: la regione a monte di SNR65. Sono riportati i costrutti analizzati (la prima 

base di ciascuno è in arancione), ad eccezione di SNR65 +7; la TATA box, il putativo sito 

di legame per Nrg1p e la sequenza poli(A) sono evidenziati (stessi colori utilizzati nella 

figura 4.11). B: analisi della trascrizione di SNR65 nei diversi costrutti mediante Northern 

blot; i nomi dei costrutti sono riportati al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide vuoto). 

U3 è stato utilizzato come controllo. Le quantificazioni sono riportate al di sotto di 

ciascuna corsia; il valore ottenuto per il wt è stato fissato come pari a 1. 

B 
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Gli allineamenti per le regioni a monte di SNR42 e SNR45 sono riportati 

nell’Appendice. 

Nelle condizioni dell’esperimento, per Reb1p si ottiene un arricchimento di 5-7 volte 

rispetto alla regione di controllo (in cui è possibile comunque ritrovare una sequenza 

AGGGTAA), mentre l’arricchimento per Rap1p è solo di 2 volte nel caso della regione 

a monte di SNR42 (nella quale non è stato però individuato il sito di legame per 

Rap1p); il segnale nel caso di Hmo1p non si discosta dal “background” in tutti i casi 

(figura 4.13). 
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Figura 4.13: saggi di ChIP per la verifica del legame delle proteine Rap1p, Reb1p e Hmo1p alle 

regioni a monte dei geni SNR42, SNR32 e SNR45. Come controllo intergenico interno si è scelta una 

regione compresa tra i geni PST2 e MRH1 (cromosoma IV); la banda corrispondente all’amplicone 

della regione di controllo è indicata con un asterisco. La quantificazione è espressa come 

arricchimento rispetto al “background” ed è riportato al di sotto delle corsie. IP: cromatina 

immunoprecipitata, Input: cromatina non immunoprecipitata. 
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Successivamente si sono considerate Nrg1p e Tbf1p: la prima potrebbe legare il motivo 

GCCCTAA mentre la seconda lega il complementare invertito TTAGGG: nelle 

condizioni in cui è stata condotta la ChIP sembra che Nrg1p non leghi la regione a 

monte dei geni analizzati in modo specifico, in quanto non si ottiene un arricchimento 

rispetto alla regione di controllo, mentre si ottiene un arricchimento di poco superiore a 

2 per Tbf1p. Nella figura 4.14 è riportato uno dei risultati di questi saggi di ChIP. 

 

 

 

 

 

Anche il legame di Stb3p ai promotori contenenti RRPE è stato saggiato in varie 

condizioni: nel caso di crescita delle cellule in terreno contenente glucosio, in terreno 

contenente glicerolo e in terreno contenente glicerolo addizionato successivamente con 

glucosio. È stato osservato infatti di recente che la mancanza di Stb3p provoca la 

mancata induzione da glucosio di una larga parte dei geni che presentano il motivo 

RRPE (Liko et al., 2007) quindi è ipotizzabile che la proteina si leghi solo quando il 

glucosio viene aggiunto ad una coltura contenente altre fonti di carbonio. La raccolta 

dopo l’aggiunta di glucosio viene effettuata dopo 20 minuti in quanto è stato osservato 

che a questo tempo si ha la massima induzione dei geni coinvolti nella biogenesi del 

ribosoma (Wang et al., 2004). In nessuna condizione si nota un arricchimento (figura 

4.15), sia a monte di SNR31 sia a monte di SNR45. 
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Figura 4.14: saggio di ChIP per la verifica del legame delle proteine Nrg1p e Tbf1p alla 

regione a monte del gene SNR45. La banda ottenuta per il controllo intergenico interno è 

indicata con un asterisco. La quantificazione è stata determinata come nella figura 4.13. IP: 

cromatina immunoprecipitata, Input: cromatina non immunoprecipitata. 
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4.1.8 Espressione degli snoRNA in particolari condi zioni di crescita 

Non sono attualmente conosciute delle condizioni di crescita in cui la trascrizione dei 

geni per snoRNA risulti attivata oppure repressa; tuttavia si possono individuare delle 

condizioni in cui si osserva la repressione della trascrizione dei geni ospiti degli 

snoRNA intronici. Spesso negli stessi casi risultano repressi anche i geni per le proteine 

delle snoRNP (Gasch et al., 2000). 

Una marcata repressione dei geni citati sopra si osserva durante la fase stazionaria, per 

cui l’espressione di uno snoRNA, snR65, viene studiata mediante Northern blot, al fine 

di verificare se anche gli snoRNA subiscono una repressione nella stessa condizione di 

crescita: i livelli di snoRNA maturo sembrano aumentare leggermente al 

raggiungimento della fase stazionaria (figura 4.16). L’aumento dell’intensità della 

banda di snR65 che si osserva per gli ultimi tre tempi dell’esperimento potrebbe essere 

dovuto al caricamento della stessa quantità di RNA totali su gel: poiché in fase 

stazionaria si ha un forte calo degli rRNA (Dammann et al., 1993), i quali 

No 
ta

g
Gly

YPD
+G

lu

IP

No t
ag

Gly
YPD

+G
lu

Input

SNR31 promoter

*

0,630,781,44

No 
ta

g
Gly

YPD
+G

lu

IP

No t
ag

Gly
YPD

+G
lu

Input

SNR31 promoter

*

No 
ta

g
Gly

YPD
+G

lu

IP

No t
ag

Gly
YPD

+G
lu

Input

SNR31 promoter

*

0,630,781,44 0,630,781,44  

No t
ag

GlyYPD
+G

lu
No 

tag

GlyYPD
+Glu

*

SNR45 promoter

IP Input

0,680,160,93

No t
ag

GlyYPD
+G

lu
No 

tag

GlyYPD
+Glu

No t
ag

GlyYPD
+G

lu
No 

tag

GlyYPD
+Glu

*

SNR45 promoter

IP Input

*

SNR45 promoter

IP InputIP Input

0,680,160,93  
Figura 4.15: saggio di ChIP per la verifica del legame della proteina Stb3p alle regioni a monte 

dei geni SNR45 e SNR31. La banda ottenuta per il controllo intergenico interno è indicata con un 

asterisco. La quantificazione è stata determinata come nella figura 4.13. IP: cromatina 

immunoprecipitata; Input: cromatina non immunoprecipitata; Gly: cellule cresciute in YP+3% 

glicerolo; YPD: cellule cresciute in YPD; +Glu: cellule cresciute in YP+3% glicerolo 

addizionato con 2% glucosio e raccolte dopo 20 minuti. 
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rappresentano l’80% dell’RNA presente in una cellula (Warner, 1999), si tende a 

caricare una maggiore quantità degli altri RNA, per raggiungere la stessa quantità di 

RNA totali. 

 

 

Anche in carenza d’azoto si ha repressione dei geni citati in precedenza: analizzando la 

trascrizione di SNR65 si osserva un aumento dell’intensità della banda di interesse per 

gli ultimi due tempi dell’esperimento: probabilmente in queste condizioni si ha un 

aumento della trascrizione di snR65. In precedenti lavori (Basehoar et al., 2004) è stato 

notato che i geni di lievito che presentano una TATA box nella regione del promotore 

tendono a essere indotti in condizioni di stress. Se si analizza un gene intronico 

(SNR24), invece, sembra che non si abbiano variazioni nella quantità di snoRNA, 

neanche dopo 3 o 4 giorni in carenza d’azoto (figura 4.17); SNR24 è contenuto 

nell’introne di ASC1, la cui trascrizione è repressa in carenza d’azoto (Gasch et al., 

2000). È necessario comunque ricordare che, deprivando le cellule di azoto, i livelli di 

trascrizione da parte delle RNA polimerasi I e III diminuiscono (Clarke et al., 1996; 

Oliver and McLaughlin, 1977), anche se, a differenza del precedente esperimento, non 

ci sono state grosse variazioni nella quantità di RNA totale estratto dai campioni 

raccolti ai differenti tempi. 

Figura 4.16: analisi dell’espressione dello snoRNA snR65 in fase stazionaria; i tempi a cui è stata 

effettata ciascuna raccolta sono riportati al di sopra di ciascuna corsia. L’asterisco indica l’rRNA 

5S. Le quantificazioni sono riportate al di sotto di ciascuna corsia; il valore ottenuto al tempo 0 è 

stato fissato come pari a 1. 
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È stata anche presa in considerazione l’aggiunta di glucosio ad una coltura contenente 

glicerolo come fonte di carbonio (non fermentabile): in seguito all’aggiunta di glucosio 

è stata precedentemente osservata l’induzione di geni che presentano il motivo RRPE. 

Tuttavia la trascrizione del gene SNR31 non sembra variare dopo l’aggiunta di glucosio 

al terreno (figura 4.18). 
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Figura 4.17: analisi dell’espressione dello snoRNA snR65 (pannello in alto) e dello snoRNA U24 

(pannello in basso) in carenza di azoto; i tempi a cui è stata effettata ciascuna raccolta sono riportati 

al di sopra di ciascuna corsia. L’asterisco indica l’rRNA 5S. Le quantificazioni sono riportate al di 

sotto di ogni corsia; il valore ottenuto al tempo 0 è stato fissato come pari a 1. 
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Figura 4.18: analisi dell’espressione dello 

snoRNA snR31 in seguito all’aggiunta di 

glucosio alla coltura; snR65 è stato utilizzato 

come controllo. Le quantificazioni sono 

riportate al di sotto di ogni corsia; il valore 

ottenuto al tempo 0 è stato fissato come pari a 

1. 
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4.2 Maturazione dello snoRNA snR52 

4.2.1 Il gene SNR52 

Il gene SNR52 è l’unico gene per snoRNA trascritto dalla RNA polimerasi III finora 

identificato in S. cerevisiae (Harismendy et al., 2003; Moqtaderi and Struhl, 2003). Il 

promotore è costituito da una A e una B box, posizionate nella sequenza “leader” dello 

snoRNA, e da una TATA box localizzata a monte del sito di inizio della trascrizione 

(Harismendy et al., 2003). La distanza tra le due box (86 bp) è notevolmente più ampia 

di quella osservata per i tRNA di lievito e tra esse è presente una sequenza costituita da 

sei T: solitamente una ripetizione di questo tipo funziona come un forte terminatore per 

la RNA polimerasi III in lievito, mentre nel contesto di SNR52 agisce come un 

terminatore debole; tuttavia questo elemento è presente anche in altri Saccaromiceti (S. 

paradoxus e S. mikatae), cosa che permette di ipotizzare un ruolo nell’espressione di 

SNR52 (Braglia et al., 2005). 

Sia la A che la B box sono richieste per la trascrizione del gene in vivo mentre sembra 

che la B box non sia indispensabile per la trascrizione in vitro (Guffanti et al., 2006). 

Mediante analisi “DNase footprinting” si è osservata la protezione dalla digestione 

della B box, ma non della A box, da parte di TFIIIC: questo è probabilmente dovuto 

alla considerevole distanza tra le due box; mutazioni nella B box provocano la perdita 

della protezione, mentre mutazioni nella A box causano una riduzione della protezione 

della B box: questo permette di ipotizzare che l’inattivazione della trascrizione causata 

da mutazioni nella A box non sia dovuta da una riduzione del reclutamento di TFIIIC, 

mentre mutazioni nella B box permettono la formazione del complesso TFIIIC-TFIIIB 

e il successivo reclutamento della RNA polimerasi III in vitro, nonostante la stabilità 

del complesso sia molto ridotta rispetto al wt (Guffanti et al., 2006). 

Mutazioni nella TATA box e in una sequenza “T rich” presente poche basi a monte 

della TATA box non hanno ripercussioni sulla trascrizione, mentre si osserva una 

riduzione se viene rimossa la regione a monte del gene, sia in un contesto in cui il gene 

SNR52 è “wild type”, sia nel caso in cui la B box è mutata o rimossa: questo indica che 

la A box costituisce un elemento del promotore che può dirigere la trascrizione della 

RNA polimerasi III in modo autonomo; la riduzione della trascrizione nel caso della 

rimozione della regione a monte di SNR52 può essere dovuta alla sequenza plasmidica 
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che viene a trovarsi a fianco del gene, oppure nella regione rimossa sono presenti 

elementi attivatori differenti dalla TATA box e dalla sequenza “T rich”(Guffanti et al., 

2006). 

L’organizzazione del gene è rappresentata nella figura 4.19. 

 

 

 

 

 

4.2.2 Ruolo della C box e della D box nella biosint esi di snR52 

Lo snoRNA C/D box snR52 viene trascritto come precursore lungo 250 nt da cui viene 

poi rimossa la sequenza in 5’ per dare origine al trascritto maturo di 92 nt. 

Come già ricordato nel paragrafo 1.3, le box C e D sono coinvolte nella maturazione 

degli snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi II: una parte del mio lavoro di tesi è stata 

dedicata all’analisi, mediante mutagenesi sito-specifica, del ruolo delle box C e D nella 

maturazione di snR52, la cui trascrizione avviene ad opera di un sistema differente, 

quello della RNA polimerasi III. Inoltre, si ha una precisa terminazione dei trascritti e 

CTTTGAAAAGATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGAAACTTGATGTTT

TCTTTCGAGTATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAACTCTAGATTTTGTA

GTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCACACCCTACAATGTTCTGTTC

AAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGTTTCGGCGTTCGAA

ACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTACTATGATGAATGACATTAGCGTGAACAATC

TCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATTAGAAAAACTTATGTTGCCTTCCTTCTGAAA

TTTATTTTTTGTCACTATTGTTATGTAAAATGCCACCTCTGACAGTATGGAACGC

TATATA: TATA box

A: sito d’inizio

TTGGGCTAGCGGTAAAGG: A box

CGTTCGAAAC: B box

TTTTTT: T box

TTTTTT: terminatore

TTTCTTT: T rich

CTTTGAAAAGATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGAAACTTGATGTTT

TCTTTCGAGTATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAACTCTAGATTTTGTA

GTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCACACCCTACAATGTTCTGTTC

AAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGTTTCGGCGTTCGAA

ACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTACTATGATGAATGACATTAGCGTGAACAATC

TCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATTAGAAAAACTTATGTTGCCTTCCTTCTGAAA

TTTATTTTTTGTCACTATTGTTATGTAAAATGCCACCTCTGACAGTATGGAACGC

TATATA: TATA box

A: sito d’inizio

TTGGGCTAGCGGTAAAGG: A box

CGTTCGAAAC: B box

TTTTTT: T box

TTTTTT: terminatore

TTTCTTT: T rich

TATATA: TATA box

A: sito d’inizio

TTGGGCTAGCGGTAAAGG: A box

CGTTCGAAAC: B box

TTTTTT: T box

TTTTTT: terminatore

TTTCTTT: T rich

Figura 4.19: il gene SNR52 e la sua regione a monte. Sono evidenziati gli elementi legati alla 

trascrizione (A box, B box, sito d’inizio, terminatore) o comunque analizzati in Guffanti et al., 2006 

(T rich, TATA box, T box). La sequenza codificante per lo snoRNA maturo è sottolineata e in 

grassetto. 
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questo dovrebbe facilitare lo studio della maturazione dell’estremità 5’ dello snoRNA, 

in quanto le eventuali variazioni osservate nella lunghezza e nella quantità dell’RNA 

dovrebbero, in questo contesto, essere ascrivibili esclusivamente ad un differente 

processamento dell’estremità 5’ dell’RNA. 

 

 

 

 

Introducendo mutazioni puntiformi nella box C (costrutto SNR52 Cdown) oppure nella 

box D (costrutto SNR52 Ddown) si osserva una forte riduzione dei livelli dello 

snoRNA; la riduzione è maggiore per lo snoRNA maturo rispetto al precursore, per cui 

il precursore, che rappresenta circa il 3% della quantità totale di snR52 nel caso del 

costrutto contenente SNR52 wt, diventa praticamente la sola forma presente (figura 

4.21). 

Le mutazioni introdotte non influenzano i livelli di trascrizione, come dimostrato da un 

saggio di trascrizione in vitro (figura 4.22), quindi si può affermare che la riduzione dei 

livelli dello snoRNA, sia in forma di precursore che maturo, osservata in vivo è dovuta 

all’instabilità dell’RNA. 

Curiosamente un costrutto in cui sono state rimosse 30 bp all’estremità 3’ di SNR52 

(SNR52 D-less) dà origine ad un trascritto che si accumula principalmente nella forma 

Figura 4.20: il gene SNR52. La sequenza codificante per lo snoRNA maturo è sottolineata e in 

grassetto; le mutazioni introdotte per ottenere i costrutti SNR52 Cdown e SNR52 Ddown sono riportate 

al di sotto delle box. La porzione che è stata deleta per ottenere il costrutto SNR52 D-less è separata da 

una barretta verticale. 

TGATGA:C box

CTGA:D box

GCGTGAACAATC: regione complementare all’rRNA 25S

TGTTGCCTTCCTT: regione complementare all’rRNA 18S

AGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCACACCCTACAAT

GTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGTTTCGG

CGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTACTATGATGAATGACATTAGCGTG

AACAATCTCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATT|AGAAAAACTTATGTTGCCTTCCT

TCTGAAA

cc cc

cc

TGATGA:C box

CTGA:D box

GCGTGAACAATC: regione complementare all’rRNA 25S

TGTTGCCTTCCTT: regione complementare all’rRNA 18S

AGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTTTTTCACACCCTACAAT

GTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGTTTCGG

CGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGATCTACTATGATGAATGACATTAGCGTG

AACAATCTCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATT|AGAAAAACTTATGTTGCCTTCCT

TCTGAAA

cc cc

cc
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di precursore (94% della quantità totale), ma in questo caso non si osserva una 

riduzione globale della quantità dello snoRNA (figura 4.21). L’accumulo del 

precursore di SNR52 nel caso del mutante SNR52 D-less è stato osservato anche 

mediante “primer extension”, grazie alla quale viene anche confermato che l’estremità 

5’ di SNR52 D-less è la stessa prevista per il trascritto wt (figura 4.23), quindi la 

rimozione della D box non altera il sito di inizio della trascrizione. 

Per spiegare questi risultati si può ipotizzare che la presenza di una delle due box 

mutate favorisca la degradazione dello snoRNA, quando è ancora in forma di 

precursore, da parte delle nucleasi, degradazione non favorita invece, quando è rimossa 

una sequenza ed è presente la sola box C. Forse questa rimozione interferisce con il 

processamento in 5’ da parte dell’endonucleasi Rnt1p, la cui interazione con Nop1p è 

stata precedentemente dimostrata (Giorgi et al., 2001). 

 

 

wt Cd
empty
vector

Precursore snR52

snR52 maturo

wt Cd
empty
vectorwt Cd
empty
vector

Precursore snR52

snR52 maturo

wt D-less

Precursore snR52

snR52 maturo

snR52 maturo mini

Precursore snR52 mini

wt D-less

Precursore snR52

snR52 maturo

snR52 maturo mini

Precursore snR52 mini

wt Dd

Precursore snR52

snR52 maturo

wt Ddwt Dd

Precursore snR52

snR52 maturo

Figura 4.21: analisi della trascrizione di snR52 e delle sue versioni mutate, mediante Northern blot. 

A: analisi della trascrizione del mutante Cdown (Cd) rispetto a snR52 wt; B: analisi della trascrizione 

del mutante Ddown (Dd); C: analisi della trascrizione del mutante D-less. 

A B C 
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4.2.3 Ruolo delle proteine della snoRNP nella matur azione di snR52 

La forte instabilità di snR52 nei mutanti SNR52 Cdown e SNR52 Ddown potrebbe 

essere dovuto a problemi nella formazione della snoRNP: quindi anche la mancanza 

delle proteine del “core” potrebbe alterare il processamento di snR52. Per verificare 

tale ipotesi sono stati utilizzano ceppi di lievito in cui i geni NOP1, NOP58 o SNU13 

sono sotto il controllo di un promotore che permette la trascrizione solo in presenza di 

galattosio nel terreno di coltura (Tollervey et al., 1991; Lafontaine and Tollervey, 1996; 

Dobbyn and O’Keefe, 2004): in questo contesto è possibile spegnere in modo 

controllato i geni d’interesse, che sono tutti essenziali. 

In vitro txn

wt Cd Dd D-less

Precursore
snR52 Precursore

snR52 D-less

50mer

In vitro txn

wt Cd Dd D-less

Precursore
snR52 Precursore

snR52 D-less

50mer

 

Figura 4.22: saggio di trascrizione in vitro 

per i templati SNR52 wt e le versioni mutate 

(i nomi sono indicati sopra ciascuna corsia). 

ACGT

ACGT

1 2 3 4

1 2 3 4

ACGT

ACGT

1 2 3 4

1 2 3 4

 

Figura 4.23: saggio di “primer extension” 

per i trascritti codificati da SNR52 wt e dalle 

versioni mutate. 

1: snR52 wt; 2: snR52 D-less; 3: snR52 

Ddown; 4: snR52 Cdown 

In alto sono riportate le bande relative ai 

precursori, in basso le bande relative ai 

trascritti maturi. 
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Mediante Northern blot si può osservare come la deplezione di Nop1p o di Nop58p 

provochi l’accumulo del precursore di snR52 e, nel solo caso di Nop58p, la 

diminuzione della forma matura (figure 4.24 e 4.25). L’aumento dello snoRNA H/ACA 

box snR33, visibile nel caso della deplezione di Nop58p, è stato precedentemente 

osservato (Lafontaine and Tollervey, 1996) ed è forse dovuto a un meccanismo di 

“crosstalk” tra i sistemi di biosintesi dei due tipi di snoRNP (vari fattori richiesti per 

l’assemblaggio sono comuni per le due classi: forse, non formandosi correttamente le 

snoRNP C/D box, c’è una maggiore disponibilità di fattori per l’assemblaggio delle 

snoRNP H/ACA, per cui una maggiore quantità di snoRNA H/ACA box risulta protetto 

dalla degradazione). Come già osservato in precedenza (Tollervey et al., 1991), la 

deplezione di Nop1p non altera la quantità di uno snoRNA C/D box, U3, che è stato 

quindi utilizzato come controllo in questo esperimento. 

La deplezione di Snu13p non altera il processamento in 5’ dello snoRNA (figura 4.26), 

al contrario delle proteine viste in precedenza. Questo dato risulta essere inatteso in 

quanto è stato dimostrato che Snu13p è la prima proteina che si lega allo snoRNA ed è 

richiesta per il legame delle altre proteine del “core” (Watkins et al., 2002); si potrebbe 

ipotizzare la presenza di una proteina che lega snR52, successivamente rimpiazzata da 

Snu13p e che, in assenza di quest’ultima, resta legata al trascritto e lo protegge dalla 

degradazione, allo stesso tempo permettendo una normale maturazione del trascritto 

primario. 
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 Figura 4.24: A: analisi dell’espressione di 

snR52 in risposta alla deplezione di Nop1p, 

mediante Northern blot (U3 è utilizzato come 

controllo); B: controllo dell’effettivo 

spegnimento del gene NOP1 in risposta alla 

crescita in terreno contenente glucosio; C: 

incremento della quantità del precursore di 

snR52 rispetto alla forma matura nel ceppo 

wt e nel ceppo GAL::nop1. 
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Figura 4.25: A: analisi dell’espressione di 

snR52 in risposta alla deplezione di Nop58p, 

mediante Northern blot (il tRNA Ala è 

utilizzato come controllo). È mostrato anche 

l’incremento della quantità dello snoRNA 

snR33 nel ceppo GAL::nop58; B: controllo 

dell’effettivo spegnimento del gene NOP58 

in risposta alla crescita in terreno contenente 

glucosio; C: incremento della quantità del 

precursore di snR52 rispetto alla forma 

matura nel ceppo wt e nel ceppo 

GAL::nop58. 
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Probabilmente Nop1p e Nop58p sono direttamente coinvolte nel processamento 

dell’estremità 5’ di snR52, forse facilitando il taglio effettuato dall’endonuclasi Rnt1p, 

per la quale è già stata dimostrata l’interazione con Nop1p (Giorgi et al., 2001). 

I risultati ottenuti depongono a favore dell’accoppiamento tra processamento dello 

snoRNA e assemblaggio della snoRNP, come già osservato per gli altri snoRNA; visto 

il risultato ottenuto in assenza di Snu13p, non è però possibile escludere qualche 

variazione nella sequenza di reclutamento delle proteine del “core”. 

Dagli esperimenti si può notare come il rapporto precursore/maturo osservato nei ceppi 

wt sia variabile: questo può essere dovuto alla ridotta quantità del precursore di snR52, 

quando il gene è presente in singola copia, cosa che rende difficile avere delle 

quantificazioni accurate. 

4.2.4 Maturazione dell’estremità 3’ di snR52 

Dagli esperimenti precedenti non sono emerse alterazioni nella maturazione 

dell’estremità 3’ di snR52 quando le box C o D vengono mutate. La terminazione dei 

trascritti pol III avviene in modo preciso ad una sequenza di 5 o più T (Braglia et al., 

2005) e, in seguito, la coda poliU presente nell’RNA viene rimossa; l’apparato 

necessario per il processamento delle estremità 3’ dei trascritti pol III è tuttora 
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Figura 4.26: A: analisi 

dell’espressione di snR52 in risposta 

alla deplezione di Snu13p, mediante 

Northern blot (il tRNA Ala è 

utilizzato come controllo); B: 

controllo dell’effettivo spegnimento 

del gene SNU13 in risposta alla 

crescita in terreno contenente 

glucosio; C: incremento della 

quantità del precursore di snR52 

rispetto alla forma matura nel ceppo 

wt e nel ceppo YGALSNU13. 
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sconosciuto. Nei tRNA e in altri trascritti pol III, il tratto ricco in U all’estremità 3’ 

viene legata dalla proteina Lhp1p (“La homologous protein”) che influenza la stabilità 

e la maturazione degli RNA stessi (Wolin and Cedervall, 2002); inoltre è stato 

osservato come Lhp1p sia associato anche agli snoRNA (Inada and Guthrie, 2004). 

La maturazione dell’estremità 3’ degli snoRNA richiede la forma nucleare del 

complesso dell’esosoma, e un ruolo rilevante in questo processo è svolto da Rrp6p 

(vedi paragrafo 1.13). 

Dall’analisi Northern blot effettuata su RNA estratti da ceppi ∆lhp1 e ∆rrp6 emerge che 

l’assenza di Lhp1p non influenza la maturazione di snR52, mentre l’assenza di Rrp6p 

causa l’accumulo di una forma estesa in 3’ di qualche nucleotide (figura 4.27); 

quest’ultimo dato era stato precedentemente osservato per altri snoRNA (van Hoof et 

al., 2000). Anche la presenza di forme poliadenilate di snR52, dovuta al mancato 

processament in 3’, è stata rilevata (figura 4.28), così come osservato in precedenza per 

altri snoRNA (van Hoof et al., 2000). La poliadenilazione degli snoRNA è dovuta alle 

poli(A)-polimerasi Trf4p e Trf5p e Rrp6p è responsabile della rimozione della coda 

poli(A) durante il normale processamento dell’estremità 3’ degli snoRNA. 

 

wt ∆lhp1 ∆rrp6

snR52 maturo

Precursore 
snR52

*

wt ∆lhp1 ∆rrp6

snR52 maturo

Precursore 
snR52

*
 

Figura 4.27: analisi di snR52 nei 

ceppi BY4742 (wt), ∆lhp1 e ∆rrp6 

mediante Northern blot. L’asterisco 

indica snR52 maturo nel ceppo 

∆rrp6, in cui le dimensioni dello 

snoRNA sono maggiori. 
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È noto che l’esosoma abbia un ruolo nella degradazione dei trascritti pol III, 

probabilmente nel caso in cui questi siano ripiegati in modo scorretto e abbiano subito 

poliadenilazione da parte di Trf4p (Kadaba et al., 2006); nel caso di snR52, invece, 

l’esosoma fa parte del “pathway” di processamento, come nel caso degli altri snoRNA 

trascritti dalla RNA polimerasi II. 

La mancanza di Rrp6p non interferisce con il processamento dell’estremità 5’, come 

verificato mediante primer extension (figura 4.29). 

 

 

wt ∆rrp6wt ∆rrp6

Figura 4.28: rilevazione della forma poliadenilata 

di snR52 nei ceppi BY4742 (wt) e ∆rrp6 

mediante Northern blot. Gli RNA che presentano 

poliadenilazione in 3’ sono stati purificati (vedi 

Materiali e Metodi, paragrafo 3.12) e quindi 

caricati su gel. 
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Figura 4.29: saggio di “primer extension” per 

snR52 nei ceppi wt e ∆rrp6. 

1:BY4742 (wt); 2:∆rrp6. In alto sono riportate 

le bande relative ai precursori, in basso le bande 

relative ai trascritti maturi. 
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In questo capitolo sono riportate le tabelle e gli allineamenti a cui si fa riferimento nel 

testo. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

Tabella 1: conservazione dei geni per snoRNA in differenti specie di Funghi 

snoRNA S.cerevisiae  S.paradoxus  S.kudriavzevii  S.bayanus  S.castelii  S.mikatae  K.lactis C.glabrata  S.kluyveri  K.waltii  E.gossypii  
U3a 3.1e-68 3.8e-62 1.5e-57 2.0e-55 2.4e-28 9.6e-58 3.4e-36 5.1e-21 7.3e-38 5.2e-27 1.2e-27 
U3b 2.6e-66 6.7e-58 3.6e-55 1.2e-54 4.5e-27 5.3e-57 2.1e-34 6.1e-25 2.3e-38 1.1e-25 4.6e-27 
U14 2.3e-22 2.2e-20 1.4e-19 1.1e-20 1.9e-15 3.2e-22 1.1e-14 1.2e-14 4.5e-15 9.7e-15 3.9e-15 
snR3 1.1e-37 1.0e-35 8.3e-34 9.8e-31 0.014 1.1e-32 0.00041 0.0017       
snR4 3.4e-35 1.1e-32 2.8e-30   3.3e-13 8.2e-28           
snR5 1.2e-37 1.6e-33 3.6e-32 1.4e-30 6.2e-13 2.4e-34 0.0036   0.0002     
snR8 3.8e-36 3.3e-34 6.7e-33 4.5e-30 2.1e-12 3.0e-32 3.8e-07 1.0e-09 5.2e-05 3.1e-07 7.0e-06 
snR9 6.1e-36 1.1e-29 2.1e-27 2.8e-27   1.6e-26       0.023   
snR10 2.4e-49 1.5e-44 3.2e-44 5.1e-43 4.4e-21 1.2e-42 7.5e-11 5.1e-19 2.7e-24 1.0e-22 1.8e-19 
snR11 5.2e-52 5.4e-47 4.9e-44 6.7e-24 1.4e-10 3.6e-43   1.4e-11       
snR13 7.4e-22 2.4e-20 1.2e-17 6.2e-19 0.00018 2.0e-20 0.00075 1.1e-07     0.00024 
snR30 3.2e-130 9.4e-117 1.7e-106 1.0e-93 5.5e-22 2.0e-105 8.0e-18 2.8e-27 3.6e-12 1.4e-09 6.2e-08 
snR31 5.3e-45 3.8e-36 3.9e-30 2.3e-33 1.1e-10 5.1e-35 1.1e-09   0.00098     
snR32 3.6e-36 1.5e-29 1.1e-26 1.4e-26 1.5e-07 5.4e-25 2.3e-05 3.5e-08 0.00017 0.00016 0.017 
snR33 1.5e-34 5.3e-29 1.9e-25 6.2e-26   6.2e-25           
snR34 7.4e-112 3.5e-63 1.7e-42 1.1e-40 3.3e-11 5.2e-57 6.1e-11 3.0e-11 2.6e-17 7.1e-14 9.6e-05 
snR35 1.8e-110 3.3e-26 9.8e-60 2.8e-35 1.3e-13 1.2e-45 2.0e-17 2.7e-07 0.045 8.1e-09 9.6e-09 
snR36 7.4e-68 3.0e-37 8.3e-24 5.3e-23 4.4e-11 1.3e-27   0.077 1.0e-05     
snR37 1.9e-81 2.4e-72 3.4e-68 4.3e-63 1.1e-12 4.0e-63 2.4e-17 1.1e-17 2.7e-24 1.8e-18 0.00055 
snR39b 1.4e-14 3.4e-14 3.2e-11 3.2e-11 0.019 3.2e-12   0.023 0.093     
snR40 8.8e-15 7.6e-14   3.2e-12 1.5e-08 3.1e-13 3.3e-05 0.00018 1.6e-05 7.6e-05 8.5e-05 
snR41 2.1e-14 4.1e-13 3.6e-12 2.2e-12 7.3e-09 4.2e-10 0.00018 0.0021 0.0012 0.0082 0.0024 
snR42 2.0e-63 4.1e-48 5.3e-39 1.2e-40 9.9e-09 1.1e-37 2.8e-07 1.2e-06 8.4e-06 7.0e-06 1.9e-08 
snR43 3.0e-41 3.5e-35 1.2e-32 6.0e-29 2.2e-05 3.5e-35 2.2e-05   9.8e-06 0.00088   
snR45 9.1e-32 9.0e-31 3.7e-29 1.7e-29 5.0e-19 1.3e-29 4.7e-13 1.6e-12 4.8e-12 1.7e-17 1.2e-16 
snR46 7.5e-38 6.2e-29 4.0e-24 4.7e-28 0.00044 4.9e-26 0.002 1.5e-05 0.0026 2.9e-16   
snR47 3.9e-15 1.3e-10 8.4e-09 1.6e-08   3.2e-09           

 
 



 

  

 
snoRNA  S.cerevisiae  S.paradoxus  S.kudriavzevii  S.bayanus  S.castelii  S.mikatae  K.lactis C.glabrata  S.kluyveri  K.waltii  E.gossypii 
snR48 1.7e-18 8.7e-16 5.0e-14 2.1e-15 1.6e-07 1.8e-15 0.0014 0.0032 5.8e-07 1.5e-07 9.1e-10 
snR49 2.8e-26 1.9e-23 2.5e-19 1.2e-20 1.8e-05 7.4e-20     0.045   0.0067 
snR50 2.9e-13 1.2e-12 2.2e-10 4.0e-10   3.4e-09   0.045       
snR51 4.1e-17 3.1e-15 1.8e-14 1.8e-13   2.8e-14 0.0015       0.00084 
snR52 9.4e-14 4.1e-13 2.5e-12 3.8e-13 5.7e-07 6.8e-13 0.0038   0.00081   0.0047 
snR53 2.0e-13 1.7e-12 2.0e-10 9.5e-11   4.5e-12           
snR55 1.6e-12 1.6e-11 9.9e-11 1.4e-11 5.2e-08 1.6e-10 0.00027 0.00019 0.038 0.0003 0.0065 
snR56 3.5e-13 3.3e-12 3.2e-12 2.0e-12   2.7e-12 0.0044   1.8e-06 0.0016   
snR57 9.8e-13 6.1e-12 5.3e-11 4.5e-07 7.1e-08 3.0e-09 1.5e-05 0.0002 2.4e-05 0.071 0.00011 
snR58 1.2e-14 2.2e-13 5.1e-13 4.9e-13   3.5e-12           
snR60 1.9e-16 3.1e-16 3.0e-16 5.0e-16   5.8e-16 4.2e-06 1.1e-05 1.5e-05 0.0039 0.019 
snR61 3.4e-13 5.0e-12 1.4e-11 1.4e-11 8.4e-05 1.3e-09 0.0021 9.8e-08 0.038 0.00016 0.00072 
snR62 1.7e-15 6.4e-15 7.5e-13 5.1e-12 7.0e-06 9.0e-14           
snR63 2.9e-51 7.5e-46 3.2e-42 2.6e-40   1.6e-41 0.00023 0.0029 0.00013     
snR64 9.9e-16 3.8e-15 9.6e-13 2.2e-12 2.1e-08 1.3e-14 9.7e-08   2.6e-07 2.5e-08 1.1e-09 
snR65 1.7e-15 5.0e-13 4.0e-12 1.2e-10 0.00026 2.6e-11     4.1e-05     
snR66 1.0e-12 4.4e-11 1.1e-10 4.3e-11 0.00092 3.7e-11     0.00014     
snR67 2.4e-11 2.9e-11 1.6e-09 9.4e-10   2.2e-11     0.035 0.078   
snR68 3.7e-24 1.5e-20 9.2e-20 2.7e-22 0.038 6.3e-20 0.0043         
snR69 9.9e-16 1.5e-15 7.9e-15 1.0e-14 1.2e-08 6.5e-15 7.8e-06   2.8e-05 1.3e-05   
snR70 3.6e-30 4.4e-26 2.0e-24 6.6e-21 1.1e-12 2.3e-23   4.5e-12       
snR71 3.4e-13 1.2e-12 1.2e-10 5.0e-08 0.0003 1.7e-11 8.5e-05 2.5e-05 2.9e-06 9.4e-06 0.0001 
snR72 4.9e-15 1.7e-14 3.3e-13 1.6e-11   1.6e-12           
snR73 7.0e-17 2.7e-16 7.1e-16 2.1e-17 1.7e-07 2.2e-16 9.9e-08 3.6e-10 8.3e-07   1.8e-07 
snR74 9.8e-13 3.5e-12 2.6e-11 8.5e-12 2.7e-06 6.8e-11           
snR75 5.8e-13 4.8e-12 4.9e-12 1.3e-10 8.5e-05 4.0e-12 5.1e-06         
snR76 1.4e-17 1.1e-13 3.2e-11 8.5e-12 6.3e-06 1.4e-11   1.3e-05 0.00053 0.0019 0.031 

 
 



 

  

snoRNA  S.cerevisiae  S.paradoxus  S.kudriavzevii  S.bayanus  S.castelii  S.mikatae  K.lactis C.glabrata  S.kluyveri  K.waltii  E.gossypii 
snR77 9.8e-13 5.3e-12 4.4e-11 1.1e-09 4.7e-08 1.7e-12 1.2e-05 1.8e-05 1.5e-05 5.8e-07 5.1e-06 
snR78 2.8e-12 2.3e-11 2.4e-11 5.5e-11 0.0032 1.9e-11     0.041     
snR79 6.7e-12 9.5e-12 9.0e-12 2.5e-11 6.2e-05   0.019   0.0003 0.0006 0.011 
snR189 2.2e-36 2.6e-32 8.1e-27 1.3e-26   1.2e-27 2.4e-05   2.3e-06 3.0e-06 0.064 
snR190 5.8e-34 2.0e-14 5.7e-24 2.9e-22 8.2e-07 1.2e-25 0.00075 7.6e-05 0.0058 0.00019   
snR87 1.0e-50 2.0e-43 2.0e-37 1.0e-35   5.0e-39           
snR82 9.3e-54 1.6e-47 4.3e-38 8.4e-36 1.7e-06 1.0e-41 6.9e-08 1.4e-06 2.6e-08 1.1e-08 0.037 
snR83 1.9e-62 1.4e-50 6.1e-43 7.3e-35 2.9e-06 6.0e-48           
snR84 1.1e-117 7.6e-75 4.2e-37 3.1e-55   1.3e-45          
snR80 1.4e-31 1.9e-27 1.3e-25 6.1e-24 2.5e-10 1.7e-27 3.0e-05     0.084 0.0048 
snR85 1.0e-91 1.0e-36 6.0e-29 6.0e-20   4.0e-27   0.003       
snR86 1.2e-219 4.9e-142 3.3e-64 7.5e-88   3.1e-104           
snR161 3.5e-29 1.2e-25 2.3e-17 3.5e-15   1.1e-20 0.00067   0.0014 0.014 0.094 
snR81 2.0e-109   2.0e-51     7.0e-54           
MRP 
RNA 5.4e-71 1.3e-61 1.2e-58 3.0e-53 8.8e-31 1.1e-57 7.6e-15 9.7e-22 1.4e-26 1.5e-28 4.7e-09 

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

Tabella 2: elementi conservati presenti a monte dei geni per snoRNA 

snoRNA 
H/ACA box  

5' 
processing 

TATA b. (respect to 
mature snoRNA cds) 

TATA 
box^ Poly (A/T)* 

Reb1p binding 
site* ARCCCTaa* RRPE* Other 

snR3 N -90 -90 10 bp (-11)  AGGGTAA (-67) TGCCCTAA (-90)     

snR5 N -70 -70     AGCCCTAA (-56) GAAAAATTTT (-28)   

snR8 N -89 -89           

snR9 N -99 -99     AGCCCTTA (-91)     

snR10 N -99 -99 9 bp (-15) TTACCCG (-41) AGCCCTAC (-68)     

snR11 N -103 -103 8 bp (-79) TTACCCG (-55) AACCCTAC (-89)     

snR30 N -101 -101   TTACCCT (-56) AACCCTAA (-90) GAAAAATTTT (-28) PAC 

snR31 N -66 -66       TGAAAATTTTT (-58) TTAGGGC (-36) 

snR32 N -89 -89 11 bp (-26) AGGGTAA (-38) AGCCCTAC (-71)     

snR33 N     10 bp [-28]     TGAAAAATTT [-99]   

snR34 N -140 -140           

snR35 N -92 -92 9 bp (-23) CGGGTAA (-49) ACCCTAA (-80)     

snR36 Y     12 bp [-244]         

snR37 N -91 -91   CGGGTCA (-56) AACCCTAC (-90)     

snR42 N -95 -95   TTACCCG (-54) TGCCCTGA (-78)     

snR43 Y -170   13 bp (-30) TCACCCG (-57) AGCCCTAA (-89)     

snR46 Y         AACCCTAA [-382]     

snR49 N -112 -112 8 bp (-52)   AGCCCTAA (-62)     

snR80   -199           CTAGGGTT (-89) 

snR81   -146   7 bp (-42)   AACCCTAG (-112)     

snR82         TTACCCG [-123] agccctaa [-150]     

snR83 Y -193     CGGGTAA (-59) AGCCCTCA (-91)     

snR84 Y       CGGGTAT [-205]   TGAAAAATTTT [-181] PAC 

snR85   -148   7 bp (-40)       Rap1p b.s. 

snR86         TCACCCG [-121] AGCCCTAT [-148]     

snR161   -79   7 bp (-17)         

snR189 N -73 -73 9 bp (-23) CGGGTAA (-46)       

                  

MRP RNA N -104 -104 14 bp (-18)   AACCCTAA (-72)     

 



 

  

snoRNA 
C/D box 

5' 
processing 

TATA b. (respect to 
mature snoRNA cds) 

TATA 
box^ Poly (A/T)* 

Reb1p binding 
site* ARCCCTaa* RRPE* Other 

snR4 N -104 -104 9 bp (-29)         

snR13 N -83 -83 10 bp (-24)   AGCCCTAA (-77)     

snR17a N -86 -86 8 bp (-80)   AACCCTGA (-88) TGAAAATTTT (-35) Rap1p b.s. 

snR17b N -96 -96         Rap1p b.s. 

snR39b Y -259   18 bp (-68)         

snR40 Y -216     CGGGTGA (-54) AGCCCTAA (-88)     

snR41 Y -214     CGGGTGA (-25) AGCCCTAA (-49)     

snR45 N -80 -80 8 bp (-26) TTACCCG (-65) AGCCCTAA (-90) GAAAATTTT (-118); GAAAATTT (-106) PAC 

snR47 Y -178   10 bp (-52)   AACCCTAG (-100)   Abf1p b.s. 

snR48 Y -255   11 bp (-14) CGGGTAA (-74) AACCCTAA (-109)     

snR50 Y     13 bp [-272]   AGCCCTAC [-281]     

snR52 Y             A and B box 

snR56 Y -237       AACCCTAA (-85)     

snR57 Y -258       AACCCTAA (-89) GAAAATTTT (-18)   

snR58 Y -164 -59 #       GAAAAATTT (-18); TGAAAAATTT (-45)   

snR60 Y -221 -93 # 7 bp (-30)   AGCCCTAA (-70)     

snR62 Y -216 -75 # 9 bp (-38)     TGAAAATTTT (+18) Rap1p b.s.; PAC 

snR63 Y       CGGGTGA [-337] AGCCCTAA [-369] TGAAAAATTT [-314]   

snR64 Y -229 -65 ## 7 bp (-41)   AGCCCTAA (-81)     

snR65 Y -176 -59 ## 9 bp (-15)   AACCCTAA (-68)     

snR66 Y               

snR67 Y -318       AGCCCTAA (-56) GAAAATTTT (-16)   

snR68 Y -336 -167 #           

snR69 Y tataaaa (-215)   12 bp [-284]         

snR71 Y -277 -77 # 7 bp (-38) CGGGTTT (-46) AGCCCTAA (-77)     

snR78 Y -247 -75 §   TTACCCG (-73) AGCCCTCA (-97) TGAAAATTTT (-34) 2 Rap1p b.s. 

snR79 Y -201   15 bp (-39) TGGGTAA (-55) AGCCCTAA (-80)     

snR87 Y     7 bp [-443]         

snR190 Y -227 -77     TGCCCTAA (-79) GAAAATTTT (-47) PAC; Rap1p 



 

  

Gli elementi indicati in tabelle sono conservati in almeno tre specie di Saccaromiceti. Le distanze riportate sono riferite a S. cerevisiae, così 

come le sequenze per il sito di legame per Reb1p e i motivi ARCCCTaa e RRPE e le lunghezze degli elementi poli(A/T). In marrone chiaro 

sono indicati gli snoRNA H/ACA box, in verde l’RNA della RNasi MRP e in turchese gli snoRNA C/D box. 

I siti riportati all’interno di caselle gialle e scritti in rosso non presentano consensi perfetti; l’elemento RRPE indicato in rosso è presente 

solo in S. cerevisiae (negli altri Saccaromiceti è presente un poli(T)). 

Se la sequenza riportata è conservata tra i Saccaromiceti ma è mutata in S. cerevisiae, è indicata in lettere minuscole (le distanze sono 

comunque riferite a S. cerevisiae). 

Sono state indicate anche sequenze poli(A/T) molto distanti dalla TATA box (in blu). 

^: la distanza riportata è riferita al sito d’inizio della trascrizione. 

*: la distanza riportata è rispetto alla TATA box; se questa non è stata individuata, la distanza indicata è riferita alla prima base del 

trascritto maturo ed è riportata in parentesi quadre. 

#: il sito d’inizio della trascrizione è stato ricavato da dati presenti in letteratura. 

##: il sito d’inizio è stato individuato mediante primer extension nel corso di questo lavoro di tesi e confrontato con dati presenti in 

letteratura. 

§: in Qu et al., 1999 sono riportati quattro probabili siti di inizio della trascrizione; si fa qui riferimento a quello che dà origine al trascritto 

più lungo. 

 

 

 

 



 

  

Tabella 3: classi funzionali maggiormente rappresentate tra le ORF adiacenti ai geni per snoRNA 

FUNCTIONAL CATEGORY 
n° 

SET 
% 

SET 
n° 

GENOME 
% 

GENOME 
Fold 

(%set/%gen)  P-VALUE genes SET 

12.01 ribosome biogenesis 19 19,3 310 5,05 3,82 3,09E-07 

YBL072c YCR031c YDL075w YDR471w 
YEL050c YEL054c YER131w YGL076c 
YGL099w YHR141c YKL006w YLR106c 
YLR333c YLR388w YMR194w YOR234c 
YOR272w YPL143w YPR144c 

12.01.01 ribosomal proteins 16 16,3 246 4,01 4,06 1,38E-06 

YBL072c YCR031c YDL075w YDR471w 
YEL050c YEL054c YER131w YGL076c 
YHR141c YKL006w YLR106c YLR333c 
YLR388w YMR194w YOR234c YPL143w 

12 PROTEIN SYNTHESIS 21 21,4 480 7,83 2,73 1,62E-05 

YBL072c YCR031c YDL075w YDR471w 
YEL050c YEL054c YER131w YGL076c 
YGL099w YHR141c YKL006w YLR106c 
YLR333c YLR388w YMR194w YOL097c 
YOR234c YOR272w YOR276w YPL143w 
YPR144c 

14.07.05 modification by 
ubiquitination, deubiquitination 5 5,1 79 1,28 3,98 0,008356889 

YDL074c YGL087c YJL047c YKL210w 
YNR051c 

43.01.03.09 development of asco- 
basidio- or zygospore 7 7,14 167 2,72 2,63 0,017045522 

YER132c YGL099w YGR059w YLR028c 
YMR013c YOL051w YOL052c 

01.07.01 biosynthesis of vitamins, 
cofactors, and prosthetic groups 5 5,1 110 1,79 2,85 0,030888429 

YBR035c YOL052c YOR184w YOR236w 
YOR278w 

14.10 assembly of protein 
complexes 7 7,14 199 3,24 2,20 0,039421068 

YBL074c YDL074c YGL087c YJL047c 
YKL210w YLR106c YML102w 

01.01 amino acid metabolism 8 8,16 243 3,96 2,06 0,039858156 
YKL211c YLR027c YNR050c YOL052c 
YOR040w YOR184w YOR236w YPR145w 

42.10 nucleus 5 5,1 149 2,43 2,10 0,089525176 
YDL074c YJL148w YML103c YOR185c 
YOR272w 



 

  

La tabella rappresenta i risultati ottenuti mediante ricerca in “The MIPS Functional Catalogue Database” 

(http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_main_frame.html), a partire dalla lista delle ORF adiacenti ai geni per snoRNA; è stata qui 

riportata solo la parte della tabella che comprende i risultati più significativi. Le categorie funzionali sono riportate in ordine decrescente di 

P-value (settima colonna); va sottolineato che “ribosomal proteins” è una sottocategoria di “ribosomal biogenesis” che, a sua volta, è una 

sottocategoria di “protein synthesis”. Nella sesta colonna (Fold) è riportato il rapporto tra la percentuale dei geni della categoria adiacenti ai 

geni per snoRNA (terza colonna) e la percentuale dei geni della stessa categoria presenti nell’intero genoma (quinta colonna). 

 



 

  

Allineamento della regione attorno al sito d’inizio in S. cerevisiae 

 
 
Allineamento delle sequenze attorno al sito d’inizio della trascrizione di 19 geni per 

snoRNA; il sito d’inizio è indicato dalla freccia ed è quello riportato nel “Yeast 

snoRNA database” 

(http://people.biochem.umass.edu/sfournier/fournierlab/snornadb/main.php). 

È comunque necessario notare che, in un recente lavoro (Zhang and Dietrich, 2005), il 

sito d’inizio per SNR4 è stato mappato 3 bp a monte rispetto a quanto noto finora in 

letteratura, quello per SNR31 1 bp a valle e quello per SNR33 6 bp a valle. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

Allineamento delle TATA box individuate in S. cerevisiae 

 

 

Sono state allineate le TATA box individuate a monte di 45 geni per snoRNA. Il 

consenso che si ricava è TATA(A/T)A(A/T)(A/G)(A/G). La base che precede la prima 

T è tendenzialmente una base diversa da T e la stessa tendenza si riscontra anche nelle 

altre quattro specie di Saccaromiceti. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

Allineamento delle regioni a monte dei geni per snoRNA 

 

SNR17A 

 

 

SNR17B 

 
 
 
 

Rap1p b.s. 

RRPE Poli(T) 

TATA box 

ARCCCTaa 

Rap1p b.s. 

TATA box 



 

  

SNR42 

 
 

SNR45 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reb1p b.s. ARCCCTaa 

PAC 

RRPE Reb1p b.s. 

NOC4 

PAC 

TATA box 

ARCCCTaa 

TATA box 



 

  

SNR52 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

SNR52 

A box 

B box 



 

  

SNR66 

 
Negli ultimi due blocchi è presente la sequenza codificante per la sequenza “leader” di 

snR66. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

NME1 

Fine di NME1 



 

  

SNR84 

 
 
Gli ultimi due blocchi dell’allineamento comprendono probabilmente la sequenza 

codificante per la sequenza “leader” di snR84. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Reb1p b.s. RRPE PAC 



 

  

SNR87 

 
 
Gli ultimi due blocchi dell’allineamento comprendono probabilmente la sequenza 

codificante per la sequenza “leader” di snR87. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

  

SNR190 

 
 

PAC 

RRPE 

RPA34 

TATA box ARCCCTaa 
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