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1. Introduzione

1. INTRODUZIONE

1.1 RNA non codificanti

Il termine RNA non codificante (ncRNA) viene utit&to per indicare una molecola
di RNA che non codifica per una proteina ed & orch&ro che molecole di questo
tipo rivestono un importante ruolo nella regolaza diverse attivita cellulari.

La porzione di genoma che codifica per i ncRNAdottia nei Procarioti (meno del
25%), mentre negli Eucarioti, e in particolare mé&glcarioti superiori, la gran parte
del trascrittoma é rappresentato da RNA non catificper proteine (25-50% del
genoma negli Eucarioti inferiori e piu del 50% ured]i superiori) (Mattick, 2004).

rcDdADNA matio

oA I |““||| I

E. coli S. cerevisiae H. gapiens
A. thaliana

D. melanogasteyr

M. musculus

Figura 1.1: il rapporto DNA non codificante/DNA totale (ripottain ordinata) aumenta
allaumentare della complessita degli organismiazaurro sono rappresentati i Procarioti,
in nero gli Eucarioti inferiori, in grigioN. crassa in verde le piante, in viola gli
invertebrati (nematodi, insetti), in gial®. intestinalis(urocordato) e in rosso i vertebrati

(adattato da Mattick, 2004).

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

espressione; successivamente altri furono scopeetliante subfrazionamento di
estratti nucleari, altri grazie all’associazionengaroteine specifiche, alcuni grazie a
mutazioni o particolari fenotipi dovuti alla sovepeessione. Negli ultimi anni sono

state effettuate ricerche bioinformatiche mirat@dividuare brevi motivi di sequenza
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caratteristici di alcuni ncRNA o altre carattegbe quali sequenze conservate in

regioni intergeniche in specie correlate oppurerksenza di promotori o terminatori

orfani (Storz, 2002).

I nNncRNA possono essere divisi

in due classi: gli ARNhousekeeping”,

costitutivamente espressi ed essenziali per |ditaitaella cellula, e gli RNA di

regolazione, coinvolti nella regolazione di varpesi dell’espressione genica (Morey

and Avner, 2004).

TRASCRITTI
I
| |
mMRNA RNA non codificanti
| I
RNA di re?olazione RNA housekeeping

| Regolatori della ~ S"ORNA
trascrizione/ struttura
della cromatina

— Regolatori della
traduzione

| Modulatori della
funzione proteica

| Regolatori della
localizzazione di
RNA/proteine

— Altri (?)

— tRNA

— rRNA

— SnRNA

— tmMRNA

— RNA della RNasi P
— VRNA

— gRNA

— MRP RNA

— SRP RNA

L— RNA della telomerasi

Figura 1.2: rappresentazione del trascrittoma. Sono elen@aifREIA presenti in tutti gli organismi

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

tmRNA). Per altri dettagli vedi tes

1.1.1 RNA “housekeeping”

Di questa classe fanno parte gli

RNA coinvolti ngtocessamento e nella

modificazione di trascritti primari, nella tradum® e nel controllo di qualita di
quest’ultima, nonché I'RNA della telomerasi, 'RNd&lla SRP e i “vault RNA”.

Tra i primi ritroviamo gli “small nuclear RNA” (snRA), gli “small nucleolar RNA”
(snoRNA), i “guide RNA (gRNA) e 'RNA della RNasi.P

* snRNA: questi RNA abbondanti e non poliadenilati agiscoebnucleoplasma,;

formano complessi ribonucleoproteici coinvolti oelsplicing” del pre-mRNA,

in cui il ruolo della componente ribonucleica e lfudi appaiarsi alla giunzione

3
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introne-esone. Durante la reazione di “splicingexvgono inoltre appaiamenti
tra gli ShRNA stessi. Nei Metazoi € presente un@N#?d (U7 snRNP) non
coinvolta nello “splicing” del’lmRNA ma nella fornzéone dell’estremita 3’ dei
pre-mRNA degli istoni (Materat al, 2007). Gli snRNA vengono trascritti
dalla RNA polimerasi Il, tranne U6, trascritto @aRNA polimerasi Ill.

* snoRNA: di questo gruppo si parlera in modo specificoggusto.

* gRNA: questa classe di RNA guida la modificazione dsfiemita 5’ dei pre-
MRNA (“RNA editing”) nei Tripanosomatidi.

* RNasi P RNA: la RNasi P &€ un complesso ribonucleoproteico estioi per la
formazione dell’estremita 5’ dei tRNA; la componertatalitica & costituita
dal’lRNA. In S. cerevisiaele prime fasi del processamento dei tRNA
avvengono nel nucleolo, in cui si € osservato uitadimento in RNA della
RNasi P (Bertranet al, 1998). Correlato a questo RNA € anche I'RNA della
RNasi MRP (vedi paragrafo 1.6.1).

Gli RNA coinvolti nella traduzione sono i “transf&NA” (tRNA) e gli RNA

ribosomiali (rRNA), mentre il tmRNA e implicato nebntrollo di qualita.

* tRNA: questi piccoli RNA legano e trasportano uno spezibmminoacido e
riconoscono, mediante I'appaiamento di basi, urezifipo codone sul’'mRNA,
durante la traduzione. Presentano una caratterigttouttura secondaria a
trifoglio e anche la struttura terziaria € constayanei tRNA maturi sono
presenti particolari basi, generate per modificaiehimica, dopo la sintesi.
Negli Eucarioti i tRNA vengono sintetizzati dall&NR polimerasi Ill.

* rRNA: i ribosomi sono particelle ribonucleoproteiche titage da due
subunita. Nei Procarioti la subunita piu grandeSjc6omprende 31 proteine e
due specie di RNA, il 23S e il 5S, mentre la piacpia (30S) comprende 21
proteine e I''RNA 16S: quest’'ultimo si appaia akguenza a monte del codone
di inizio del’'mRNA. Nei mammiferi la subunita grde (60S) & formata da 49
proteine e tre specie di RNA, 25S (28S nei Mamn)ifé:8S e 5S, la piccola
(40S) é costituita da 33 proteine e I'TRNA 18Sehgper gli rRNA 25S, 5.8S e
16S sono riuniti in gruppi: la trascrizione da padella RNA polimerasi |
genera un unico RNA precursore, successivamenteeggato e modificato.

L'TRNA 5S é trascritto invece dalla RNA polimerdBi Sia nei Procarioti che
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negli Eucarioti gli rRNA maggiori presentano unautira secondaria
complessa; e provato che I'TRNA interagisce con rARNtRNA durante la
traduzione e attualmente si pensa che [attivitptide transferasica del
ribosoma sia dovuta all'TRNA della subunita gran@é.rRNA presentano basi
modificate chimicamente che conferiscono stabdlta struttura e si pensa che
possano essere importanti per la funzione dellRNgli Eucarioti queste
modificazioni sono prevalentemente guidate dagiRWA.

* tmRNA: questo RNA presente nei batteri e richiesto pelaiscio del ribosoma
nel caso di blocco della traduzione. E costituiéouwha porzione “tRNA-like”
amminoacilata che permette I'ingresso nel ribos@necui viene trasferita la
catena polipeptidica; 'mRNA in traduzione é rimgato quindi dalla porzione
“mRNA-like” codificante per un segnale di degradsme della proteina.

* RNA della telomerasi: la funzione di questo RNA é di fornire un sito di
aggancio per la trascrittasi inversa, oltre a esgd¢emplato per la replicazione
dei telomeri. Nei vertebrati 'RNA della telomeraappartiene alla famiglia
degli snoRNA H/ACA box e si localizza nel nucledtanne che nel momento
della replicazione dei telomeri, mentre in lievqjoesto RNA appartiene alla
famiglia degli ShnRNA leganti le proteine Sm.

« SRP RNA: questo RNA fornisce il sito di aggancio per letpinoe che formano
il complesso della SRP, che riconosce il peptidgnake presente all'N-
terminale delle proteine destinate al reticolo guaematico. Il legame di SRP
al segnale avviene durante la traduzione dellaeprat

« VRNA: i “vaults” sono complessi ribonucleoproteici cilagmatici con
funzione sconosciuta, presenti nei Vertebrati. Smysiituiti da tre proteine e da
uno o pit RNA la cui lunghezza é variabile; perRNA la sequenza primaria
non e altamente conservata mentre € simile latstausecondaria predetta.
Questi RNA sono trascritti dalla RNA polimerasi (Kickhoeferet al, 1993).

1.1.2 RNA di regolazione

Questi RNA regolano aspetti dell’espressione gersiga nei Procarioti che negli
Eucarioti, agendo a vari livelli, dalla regolaziodella trascrizione al controllo della

traduzione, e con diversi meccanismi di azionequesto gruppo si trovano i “micro
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RNA” (miRNA), gli RNA coinvolti nel “silencing” (p.es.Xist in H. sapien¥ e nella
attivazione di alcuni geni (p. e®X1 eroX2in Drosophilg.

I miRNA possono indurre il silenziamento post-tragonale di un gene mediante
repressione della traduzione del’'mRNA; sono coltivel controllo dello sviluppo e/o
nelle funzioni tessuto-specifiche. | primi miRNAmgp stati individuati inC. elegans
ma sono presenti anche in altri organismi (Zhao%nhstava, 2007).

Tra gli altri RNA di regolazione ricordiamXist, la cui espressione e il conseguente
accumulo sono richiesti per il silenziamento di we&bd cromosomi X nelle femmine di
mammifero: Xist si propaga lungo il cromosoma che lo ha prodatiaftivandolo.
L’espressione dKist &€ controllato da un altro ncRNAsix (RNA antisenso rispetto a
Xist), che si sovrappone al locMsst; Tsixe espresso in modo continuo dal cromosoma

attivo mentre e represso sul cromosoma inattivo.

1.2 Small nucleolar RNA

Gli snoRNA sono componenti di particelle ribonug@emieiche (snoRNP) coinvolte
nella maturazione non solo degli rRNA ma anche Wi &NA, nelle cellule
eucariotiche; la loro funzione viene svolta nelleato, da cui il nome.

Una snoRNP e costituita da una singola molecoRN#, un ristretto numero di “core
proteins” e un numero variabile di altre protei@eatteristiche di ciascuna particolare
snoRNP. Il ruolo dell’RNA e quello di guidare la dificazione della molecola di RNA
bersaglio mediante appaiamento delle basi, melatitevita catalitica e fornita da una
delle proteine del “core”.

Le snoRNP hanno un’origine antica in quanto soresgmti ortologhi nei Protisti e
negli Archaea poiché si pensa che non esista un vero e propabeolo in questi
ultimi, gli snoRNA sono chiamati “small RNA” (sRNAJGaspinet al, 2000; Omeset
al., 2000).

Un ristretto numero di snoRNA é richiesto per ibggssamento endonucleolitico del
pre-rRNA mentre numerosi sono necessari per ladarmmme di nucleotidi modificati:
pseudouridine e nucleotidi 2’-O-metilati.

Gli snoRNA sono divisi in due grandi famiglie, defe in base alla presenza di
elementi di sequenza conservati: gli snoRNA H/ACkxbche guidano le
pseudouridilazioni e gli snoRNA C/D box che guiddeanetilazioni sul ribosio. Gli
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snoRNA coinvolti nel processamento del pre-rRNAsoo® appartenere a una famiglia

oppure all’altra.

1.3 snoRNA C/D box

Questa classe di snoRNA presenta due elementiexdstci: la box C (RUGAUGA) e
la box D (UCUGA) posizionate rispettivamente vicimdl’estremita 5 e 3’ del
trascritto maturo; frequentemente sono presentharadtri due elementi degenerati,
indicati come box C’ e D’ (Kiss-Laszlet al, 1998). Il motivo C/D box e coinvolto nel
legame delle proteine del “core” e in altri proécgs®babilmente dipendenti da questo
legame, quali la maturazione dello snoRNA stessog(sesto e trascritto in forma di
precursore), la eventuale ipermetilazione del “calp8’ (Speckmanet al, 2000) e la
localizzazione, nonché la (eventuale) attivita étitazione.

Sono presenti una o due sequenze guida situateutiotidi al 5’ rispetto alla box D o
D’, lunghe 9-21 nt e complementari alla regionamalificare. La metilazione avviene
sul nucleotide posizionato 5 (a volte 6) nucleoidnonte della box D o D’. Anche
alcuni snoRNA richiesti nel processamento possiedddamenti guida, ad esempio la
specie U14 che é richiesta sia per il processamamagoer la metilazione dellrRNA
18S (Liet al, 1990; Dumbar and Baserga, 1998).

Figura 1.3: struttura di un tipico
snoRNA C/D box. E mostrato anche

'appaiamento con I'rRNA substrato.

A questa famiglia appartiene anche il primo snoRié&ntificato, nonché il meglio

conosciuto: U3. Questo snoRNA é richiesto, assialteeproteine con cui & associato,
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per il taglio del pre-rRNA ai siti § Az e A in lievito (Beltrameet al, 1994) (figura
1.8) e ai siti AO, 1, 2, 3 iX. laevis (Borovjagin and Gerbi, 1999).

U3 presenta molte caratteristiche che lo distingudagli altri shoRNA C/D box:
possiede sei brevi motivi di sequenza conservhaigneati box A’, A, C’, B, C e D; e
presente una regione detta “cerniera”, non consgrvaa importante, insieme agli
elementi in 5 (box A e A), per I'appaiamento cohpre-rRNA (Beltrame and
Tollervey, 1995). | motivi formati dalle altre b@rotivi B/C e C’/D) si trovano nella
porzione 3’ della molecola e sono richiesti perlabame delle proteine “core”
(Samarsky and Fournier, 1998). L'ordine di sucamssidegli elementi & invariante in

organismi diversi.

Figura 1.4: struttura dello snoRNA

A If__ - : U3 di X. laevis Sono evidenziate le sei
I ' CTD ) box, la regione cerniera (H) il braccio
) IC! |‘ Morif terminale al 3’e il “cap” al 5’. | motivi
|
: A l jL Feminal B/C e C'/D sono racchiusi da linee
mzpszG ey —_— ST .
H tratteggiate

1.4 snoRNA H/ACA box

Anche questa famiglia e caratterizzata dalla peseh due elementi di sequenza, la
cui posizione nella struttura secondaria € consarta box H (ANANNA) e la box
ACA (ACA); questi snoRNA hanno una tipica struttisacondaria composta da due
forcine separate da una regione cerniera in cwoga la box H, mentre la box ACA e
posizionata all'estremita 3’ (Ganet al, 1997). Nei Tripanosomatidi e E gracilis al
contrario, questo gruppo di snoRNA presenta una fotina e una box AGA, invece
della box ACA (Lianget al, 2004; Russelet al, 2004).
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Le due box sono coinvolte nel legame delle proteiele‘core” e da questo dipendono
la stabilita del’RNA, la corretta localizzaziond, corretto processamento dello
snoRNA (se necessario) e la eventuale attivitasdugouridilazione.

Le sequenze guida (una o due) sono contenute neffmni non appaiate che
interrompono le forcine: I'uridina da modificareewie a trovarsi a una distanza di 14-16
nt dalla box H o ACA (figura 1.5).

Figura 1.5: struttura tipica di

3 5’ rRNA .
uno snoRNA H/ACA box. E
mostrata l'interazione con

snoRNA 5' = ACA RS I'rRNA substrato

1.5 Le “core proteins”

Gli snoRNA di entrambe le famiglie si associand@taente a quattro proteine dette
“core proteins”, diverse a seconda che lo snoRNACED o H/ACA box; si pensa che
queste proteine siano universalmente presenti ltr&wgcarioti e sono stati inoltre

identificati degli ortologhi tra glArchaea

1.5.1 Proteine della snoRNP C/D box

Il nome indicato e quello della proteinaSlicerevisiagtra parentesi e riportato il nome
dell'ortologo presente iAl. sapiensQueste proteine sono tutte essenziali.

* Snul3p (15.5K protein): e la prima proteina che si lega allo snoRNA ed é
anche presente nella snRNP U4. In entrambi i casil$p interagisce con |l
motivo di struttura detto “kink turn”; € probabilehe il legame di questa
proteina provochi un riarrangiamento della strattalel’RNA in modo da
creare un sito di legame per le altre proteinel3pLe essenziale per la stabilita

di tutti gli snoRNA C/D box e la sua deplezionesicoome la deplezione delle
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altre tre proteine del “core”, inibisce la locabzzone nucleolare della shoRNP
(Watkinset al, 2002). InS. cerevisiaguesta proteina mostra una significativa
somiglianza con la proteina ribosomiale L30 (Balehig et al, 2002).

Noplp (fibrillarina): si suppone che questa sia la subunita catalitedka d
snoRNP C/D box, anche se non € ancora stato diaostirettamente; I'ipotesi
e fondata sulla presenza di quattro brevi eleménsequenza conservati in
diversi tipi di metilasi che utilizzano S-adenosiilonina come donatore di
gruppi metile e sul fatto che mutazioni nella regiccontenente questi motivi
provoca il blocco della metilazione dellrRNA in oo globale (Tollerveyet
al., 1993). Inoltre snoRNP C/D box purificate presantattivita metilasica
sito-specifican vitro e Noplp, presente in questi complessi, e in gdadkgare
S-adenosilmetionina (Galardit al, 2002). Noplp si lega alle box D e D’
(Cahill et al, 2002), in lievito € essenziale per la stabilitiosdi alcuni
snoRNA C/D box (policistronici e intronici) e prdiibmente e in grado di
interagire con I'esosoma, responsabile del prooessto in 3’ degli sShoRNA
(Lafontaine and Tollervey, 2000). Anticorpi diretdontro la fibrillarina
caratterizzano la malattia autoimmune umana soéenoa (Och®t al,1985).
Nop58p (hNop58p):é essenziale per 'accumulo degli snoRNA C/D basi e
lega alla box C (Cahikt al, 2002). In lievito interagisce con una proteina no
essenziale, Nopl17p, richiesta per la ritenzionenueleolo delle proteine del
“core” e per la corretta formazione del complessor(zalest al, 2004).

Nop56p (hNop56p):é correlata a Nop58p, essendo le due proteindiatien
per il 45%, compreso il dominio carbossiterminateag in residui di lisina,
aspartato e glutammato (dominio KKD/E) che comungjoie € richiesto per il
legame allRNA (Lafontaine and Tollervey, 1999);trambe sono simili a
Prp31p (61-kDa protein), un componente del complddd-U6/U5 snRNP
(Watkins et al, 2000). Al contrario di Nop58p, richiede Noplp per
I'associazione allo snoRNA (Lafontaine and Tollgrv@000) e si e inoltre
osservato che, nonostante la somiglianza tra leeipy nessuno dei due geni
puo funzionare come soppressore multicopia nel casai sia distrutto I'altro
(Gautieret al, 1997).
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Figura 1.6: la snoRNP C/D box. Sono
mostrate le quattro “core proteins”.
Noplp interagisce sia con la box D
che D’ ma Nop56p si lega solo a
livello del motivo C'/D’. Snul3p

interagisce solo a livello del motivo
C/D.

1.5.2 Proteine della snoRNP H/ACA box

Cosi come le proteine della snoRNP C/D box, anclestg sono tutte essenziali.

Cbf5p (diskerina): &€ quasi certamente la componente catalitica daptsso,
in quanto possiede tre sequenze tipiche delle pseidiha sintasi. Mutazioni
puntiformi introdotte in questi elementi provocalaodistruzione globale delle
pseudouridilazioni nell[rRNA di lievito (Zebarjadiaet al, 1999). Come
Nop58p e Nop56p presenta un dominio KKE/D (Lafameaand Tollervey,
1999). Mutazioni nella diskerina umana sono stategetate alla diskeratosi
congenita, una malattia rara che colpisce il maloBseo, la pelle e le mucose.
Garlp (hGarlp): € in grado di interagire direttamente con lo snéRNon é
richiesta per la stabilita del’RNA, al contrarielt altre tre proteine “core”,
mentre & necessaria per la corretta funzione detd&NP; inoltre & richiesta per
la coesione della snoRNP (Henmisal, 2004). Come Noplp, presenta delle
ripetizioni ricche in glicina e arginina (Lafontairand Tollervey, 1999). Per la
sua importazione nel nucleo e richiesta I'interagicon I'endonucleasi Rntlp e
la mancata formazione del complesso inibisce atichportazione di Cbf5p e
Nhp2p (Tremblat al, 2002).

Nhp2p (hNhp2p): anche questa proteina € in grado di interagirettdimente
con lo snoRNA ed e correlata a Snul3p (Bachelkdrig, 2002) (in lievito le

due proteine sono identiche al 38% e simili al 6l%jtavia non e stato
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individuato nessun “kink turn” negli snoRNA H/ACA iksito di legame per
Nhp2p non é stato definito precisamente. La fureidhquesta proteina, negli
Archaea e svolta dalla proteina ribosomiale L7Ae che legahe gli SRNA
C/D box e probabilmente fa parte della SRNP H/AGX Rozhdestvenskgt
al., 2003).

* NoplOp (hNop10Op):e richiesta per la stabilita dello snoRNA; puceragire
direttamente con Cbf5, anche in assenza delle adingponenti della snoRNP
(Henraset al, 2004). Il legame di NoplOp a Cbf5p estende eoraff il sito

attivo di quest’ultima (Hammet al, 2005).
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Figura 1.7: la snoRNP H/ACA box.

1.6 Le funzioni degli snoRNA

1.6.1 Processamento del pre-rRNA

La trascrizione dei geni per rRNA da parte dellaARpblimerasi | genera un unico
trascritto (pre-rRNA 35S), che successivamenteevigmocessato per dare origine agli
rRNA 18S, 5.8S e 25S.

In Saccharomyces cerevisiaeno richieste le snoRNP C/D U3 (siti di taglig, A,
Ay) e Ul4 (siti A, Ay), le snoRNP H/ACA snR30 e snR10 (sity,AAy), oltre a
numerose altre proteine quali Rntlp, Ratlp, Xrnilpcomplesso dellesosoma
(coinvolti anche nella maturazione degli snoRNA3 &Nasi MRP (figura 1.8).
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Quest'ultima & un complesso ribonucleoproteicos@née solo negli eucarioti, la cui
prima funzione riportata € stata quella di tagle giccoli RNA che servono come
“primer” nella replicazione del DNA mitocondrialéjnzione da cui deriva il nome
(“M.itochondrial RNA-Processing”). Successivamente si € osservata ldiznaaione
nucleolare e la richiesta per il taglio al site (dchmitt and Clayton, 1993). La struttura
secondaria dellRNA MRP (che attualmente si tend#aasificare come snoRNA, non
appartenente pero a nessuna delle due famiglieite & quella del’lRNA del’RNasi
P, otto delle nove proteine della RNasi P fannaepaella RNasi MRP e inoltre
dall’'allineamento dei pre-rRNA batterici ed eucéidbé emerso che i siti di taglio della
RNasi P batterica e della RNAsi MRP eucarioticanimaposizione simile: questi dati
hanno permesso di ipotizzare che il gene per 'RMRP derivi dalla duplicazione del
gene per 'RNA della RNasi P (Morrissey and Toleyy1995; Xiacet al, 2002).

Si ritiene che le snoRNP U3 e U14 siano universaligli Eucarioti e che U3 sia la
prima a legarsi al pre-rRNA nascente, vicino al §';pensa che questa sSnoRNP sia
fondamentale per la formazione di un complessovattnecessario per |l
processamento, di cui fanno parte almeno 40 pmteio “small-subunit (SSU)
processome” (Dragoet al, 2002; Bernsteiret al, 2004). Nei Vertebrati sono presenti
altre due snoRNP C/D conservate, necessarie pesdessamento del pre-rRNA, U8 e
u22.
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Figura 1.8: in alto é riportata I'organizzazione dei geni pBNA in S. cerevisiaelrRNA 5S é
trascritto dalla RNA polimerasi Ill in senso oppostspetto agli altri rRNA. Sotto é riportato |l
processamento del pre-rRNA 35S: sono indicate tietteomponenti richieste per ogni singolo

passaggio. Il precursore 278Ae tagliato preferenzialmente al sito 3 A(dal sito
http://homepages.ed.ac.uk/dtoller/).
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1.6.2 Modificazioni chimiche dell'rRNA

Come gia detto gli snoRNA guidano due tipi di madizioni chimiche: la metilazione
del ribosio e la pseudouridilazione. La metilazieuenenta la superficie idrofobica e
blocca gruppi chimici del ribosio che potenzialneepbssono formare ponti idrogeno;
anche la formazione di pseudouridine altera le ipt&a di formazione di legami
idrogeno, mediante l'aggiunta di un donatore ditgmo Queste modificazioni
avvengono principalmente sul pre-rRNA 35S, subitpd il taglio all’estremita 3’

(Venema and Tollervey, 1999).

Figura 1.9: sulla sinistra € mostrata la reazione di metilagjosulla destra la reazione di

pseudouridilazione.

Una modificazione, o un gruppo di modificazioni,spono avere effetti su varie
caratteristiche del’lRNA, quali il ripiegamento, $abilita, I'interazione con proteine
ribosomiali. Nessuna singola modificazione ris@$sere essenziale, mentre in lievito
I'eliminazione globale di un gruppo di modificazipnconseguente a mutazioni
puntiformi nelle componenti enzimatiche, provocaweffetti sulla crescita (Tollervey
et al, 1993). Mappe tridimensionali mostrano che regabaliribosoma importanti per
la funzione sono ricche in modificazioni, ma lo samnche regioni non direttamente
coinvolte nella traduzione (Decatur and Fourni€02); e ragionevole ipotizzare che
nucleotidi modificati presenti nel centro con atéivpeptidil-transferasica del ribosoma
siano coinvolti nel riconoscimento e nel legamd a®minoacil-tRNA, nella reazione
di formazione del legame peptidico, nella traslomae del tRNA dal sito A al sito P e
nell’'uscita del tRNA dal ribosoma.
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In S. cerevisiaezengono metilati 55 siti e 44 sono pseudouridilgi snoRNA che
guidano le pseudouridilazioni sono stati tutti iiécati e in totale sono 28 (Schattner
et al, 2004; Torchett al, 2005), mentre il numero di snoRNA C/D box conosc
46: il coinvolgimento nell’attivita di metilazione nel taglio endonucleolitico & stata
verificata solo per 43 di questi (Lowe and Eddy99;9Davis and Ares, 2006) mentre
per uno (snR190) la funzione di guida nella meilag & stata solo predetta e per gli
altri due (snR4 e snR45) la funzione e attualmégneta (Piekna-Przybylskat al,
2007). Al momento non si € ancora riusciti a lacadre precisamente uno dei siti
metilati presenti nella subunita piccola del ribmso(Lowe and Eddy, 1999), mentre
una delle 55 metilazioni (2922 nellrRNA 25S) é catalizzata da una proteina
essenziale, Spblp. Questa proteina agisce in w® tErdiva del processamento
dell'rRNA, durante la maturazione del pre-rRNA 2aEcontrario delle snoRNP; il sito
modificato fa parte del sito accettore del tRNAlaalegione con attivitd peptidil-
transferasica della subunita grande del ribosoniaj\ersalmente conservato e sembra
svolgere un ruolo preminente nella biogenesi eantlhzione del ribosoma. Inoltre
Spblp € in grado di metilare anchg2921, in mancanza di snR52 (Bonneebtal,
2003; Lapeyre and Purushothaman, 2004). Anche céunpseudouridilazione
dellrRNA 5S attualmente notapb0) e catalizzata da una proteina, Pus7pHIn
sapiensinvece i siti metilati attualmente conosciuti soh@5-107 (Gonzalest al,
2005) e quelli pseudouridilati sono circa 91 (Ofamg) and Bakin, 1997).

Anche alcune basi dell'rRNA risultano essere madii, ma si ritiene che le reazioni
siano catalizzate da proteine piuttosto che da tesapRNA-proteina: attualmente, in
S. cerevisiaesono note Dimlp (dimetilazione in posizione 6Adi781 e Al1782
nell'rRNA 18S) e Bud23p (metilazione in posizionai7G1575 dellrRNA 18S). La
dimetilazione dellrRNA 18S & una delle poche mmditioni conservate tra batteri ed
eucarioti, ma tale modificazione non risulta essessenziale in lievito, mentre si
ipotizza che Dimlp (una proteina essenziale) siamvolta in un meccanismo di
controllo della biosintesi del ribosoma (Lafontaeteal, 1998). La modificazione delle
basi € la sola modificazione che risulti piu fregige nei Procarioti (24 su 38
modificazioni totali) che negli Eucarioti (i6. cerevisiael0 su 112 modificazioni
totali).
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1.6.3 Modificazioni chimiche di altri RNA

Il primo RNA bersaglio degli snoRNA, differente diadgRNA, che e stato individuato &
lo shRNA U6 (Tycowskiet al, 1998): questo snRNA & metilato in organismi
pluricellulari, ma anche 5. pombee sembra che questa modificazione sia coinvolta
nella regolazione fine dello “splicing” (Zhcet al, 2002). Successivamente si € visto
che anche gli snRNA U2 e U4 in topo sono modifi¢ktuttenhoferet al, 2001).
Recentemente é stato osservato ché&.irterevisiaauna delle tre pseudouridilazioni
dello snRNA U2 e guidata da snR81 (Elaal, 2005), che comunque guida anche una
modificazione dell'TRNA.

In C. eleganssono stati individuati potenziali siti bersagliovari tRNA, caso per ora
unico tra gli Eucarioti; inoltre & stata ossenvatgresenza, in alcuni snoRNA, di due
elementi antisenso diretti verso molecole di RNArshglio con differente
localizzazione (ad esempio I'TRNA nel nucleolo eolsNRNA nei “Cajal bodies”)
(Zemanret al, 2006).

1.6.4 snoRNA “orfani”

| bersagli di alcuni snoRNA risultano essere ansaosciuti e tali ShoRNA vengono
chiamati “orfani”. 1l loro ruolo potrebbe esseregd¢o al taglio dellrRNA oppure

potrebbero guidare svariati tipi di RNA al nucle@ome, ad esempio, alcuni mRNA
che vi sono localizzati temporaneamente, o alctetRNA, il cui processamento in 5’

awvviene nel nucleolo (Bacheller al, 2002).

1.7 Rilascio degli snoRNA dal pre-rRNA

Il meccanismo mediante il quale le snoRNP si apymam si dissociano dall'TRNA e
ancora sconosciuto, ma l'associazione e la rottigalegami tra snoRNA e rRNA
implica cambiamenti sia energetici sia topologitiparticolare nel caso degli snoRNA
che guidano metilazioni, per i quali esiste un @gopanto minimo di 12 bp (13 in
lievito). Da uno studio su vari organismi sono istadividuati, all'interno dei duplex

che si formano tra rRNA e snoRNA C/D box, nove agp&nti per i quali si osserva
fortemente il mantenimento dell’appaiamento medianutazioni compensatrici (Chen
et al, 2007). In lievito sono state identificate dueca$i DEAD box coinvolte nel

rilascio degli snoRNA: Dbp4p (Kos and Tollervey(08) e Has1p (Liang and Fournier,
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2006). In mancanza di queste proteine gli snoRNAarigono appaiati all'TRNA, e
risultati simili sono stati osservati anche pereattue proteine prive di attivita elicasica,
Esflp (Penget al, 2004) e Esf2p (Hoangt al, 2005), indicando che il processo di

rilascio & qualcosa di complesso che richiedediaicoordinata di svariati fattori.

1.8 snoRNA tessuto-specifici e “imprinting”

Negli Eucarioti superiori sono stati identificatimerosi snoRNA, gran parte dei quali
C/D box, la cui espressione e tessuto-specificaltinmih questi sono espressi
esclusivamente nel cervello o in particolari regidnesso (Cavailléet al, 2000). Una
caratteristica dei geni per questi ShoORNA é l'esssoggetti al fenomeno detto
“imprinting” per cui I'espressione del gene €& esta all’'allele di origine materna o
paterna; un’eccezione € costituita dallo snoRNA-88I(in uomo; in topo MBI-36) il
cui gene si trova in un introne del gene per iletewe della serotonina 5-HT2c,
collocato sul cromosoma X; questo e al momentoidarsnoRNA H/ACA cervello-
specifico individuato.

In alcuni casi piu copie di geni per uno snoRNAseipetute in tandem e risultano
essere molto conservate, al contrario delle seguemzostanti; non € tuttavia noto se
tutte le copie vengano espresse (Cavaillél, 2000).

La funzione di questi snoRNA non € ancora statarithi forse sono coinvolti nei
meccanismi di “imprinting”, guidando particolarigteine in regioni cromosomiche
soggette a questo fenomeno, oppure possono appai&NSA bersaglio non ancora
definiti (Bachellerieet al, 2002). In uno snoRNA (HBII-52) é stato tuttauidividuato
un elemento antisenso complementare allmRNA peedkttore della serotonina 2C:
pare che questo snoRNA influenzi lo “splicing” attativo del’mRNA (Kishore and
Stamm, 2006). | geni per questo snoRNA si trovanenia regione genomica coinvolta
nelle sindromi di Praeder-Willi e di Angelman, necentemente €& stato escluso un
ruolo preminente per questo “cluster” nella sindeodh Praeder-Willi (Runtest al,
2005).

1.9 Small Cajal body RNAs (scaRNAs)

| “Cajal bodies” (CB) sono organelli nucleari spedscalizzati vicino ai nucleoli,

coinvolti nella biogenesi di ShRNA e snoRNA; noms@resenti irS. cerevisiae
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Particelle altamente correlate alle snoRNP, le BE3gRrisiedono in queste strutture,
dove sono coinvolte nella modificazione degli snRNlArimo scaRNA individuato e
stato U85 (Jady and Kiss, 2001), che presentaesimx C/D che H/ACA e dirige la
metilazione e la pseudouridilazione dello shnRNA UWbitti gli scaRNA identificati
finora possiedono le box di una classe e/o deiiaét inoltre, nelle molecole che
presentano le box H/ACA, sono presenti due copiendsegnale di localizzazione nei
“Cajal bodies”, le “CAB box” (consenso ugAG): le>btunzionano in modo additivo
dal momento che la distruzione di una provoca uamigi rilascio verso il nucleolo; e
inoltre importante il contesto strutturale dellexb® I'integrita delle box H e ACA.
Probabilmente le CAB box costituiscono un sitoedydme per proteine che mediano la
ritenzione dellRNA nei “Cajal bodies” (Henrag al, 2004); non e chiaro come dli

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

1.10 Gli sRNA degli Archaea

Negli Archaea gli sRNA sono generalmente piu piccoli rispettgli asnoRNA
eucariotici. Gli SRNA C/D box possiedono tipicaneesta la box C’ che D’: entrambe
differiscono di poco rispetto alle box C e D; que&NA si associano a tre tipi di “core
proteins”: la proteina ribosomiale L7Ae (omologo 8nul3p), la fibrillarina e
Nop56/58 (omologo sia di Nop56p che di Nop58p). Kedenza della snoRNP
eucariotica, la sRNP deghrchaeae simmetrica; la fibrillarina si lega allo sSRNA
mediante Nop56/58.

In P. furiosusé stata rilevata la presenza di SRNA C/D box, leghe proteine
caratteristiche di questa classe, ma circolarir@Stmaet al, 2004); RNA circolari
sono gia stati descritti in altri organismi, manessuno di questi casi € nota una
funzione in processi cellulari (se si escludonairemente i genomi a RNA di alcuni
virus). Le sSRNP C/D box possono metilare gli rRNA anche tRNA: irH. volcaniilo
sRNA che guida la metilazione di due nucleotidi pet-tRNA™ (modificazione
necessaria per lo “splicing”) & contenuto nell'omte dello stesso tRNA ed agisce in
trans, cioe la metilazione € guidata da una sRNP getergie e autonoma (Singhal,
2004); inoltre e stato dimostrato che la funzionglg puo essere svolta dall’introne

exciso sia nella forma lineare che circolare.
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Gli sSRNA H/ACA box possiedono una unica forcina wég dalla box ACA e lo
“stem” superiore forma un motivo “K-turn” non prese negli Eucarioti; le “core
proteins” legate sono quattro: Cbf5 (che pare peemdtontatto direttamente con lo
sSRNA), L7Ae (omologo di Nhp2p), Garl e Nopl0. Adgbgono pochi gli SRNA
H/ACA box identificati, in accordo con il fatto cheegli Archaea il contenuto di
pseudouridine nellrRNA é basso.

Per quanto riguarda l'organizzazione genomica, ni geer SRNA C/D box sono
prevalentemente localizzati in regioni intergeniehi@ alcuni casi si sovrappongono al
3’ 0 al 5’ delle ORF fiancheggianti (Bachellem¢ al, 2002); non sono ancora stati
individuati promotori indipendenti.

Per il fatto che proteina L7Ae faccia parte sidedsRNP sia del ribosoma (e anche per
il fatto che Snul3p e Nhp2p di lievito presentamoniglianza con una proteina
ribosomiale), & stato ipotizzato che i complessi ghidano modificazioni su nucleotidi

grazie a RNA guida si siano evoluti dall’apparattraduzione stesso (Kiss, 2002).
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Figura 1.10:le sRNP C/D box (sulla sinistra) e H/ACA box (sudiestra)

1.11 Organizzazione genomica dei geni per SnoRNA

Inizialmente sono stati individuati tre diversiitigi organizzazione genica: l'unita
trascrizionale indipendente monocistronica, l'unit@scrizionale policistronica e
I'unitd codificante intronica (figura 1.11). La pra € I'organizzazione piu comune in
alcuni Eucarioti inferiori come i lieviti; i “clustrs” policistronici sono frequenti nelle

piante ma anche in organismi quBli discoideum(Aspegrenet al, 2004), mentre le
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unita introniche rappresentano I'organizzazioneicéipdegli Eucarioti superiori,

compresdrosophila

A
Elementi del promotore Gene per snoRNA
B B B
Elementi del promotore Geni per snoRNA
C

Elementi del promotore Esone1 Geneper Egone2 Geneper Egone 3
SnoRNA SnoRNA

Figura 1.11: organizzazione dei geni per snoRNA: unita indipendenteB: unita

policistronica;C: unita introniche.

Nel caso delle unita indipendenti un singolo ggrsto in una regione intergenica, €
sotto il controllo un proprio promotore; nei “cless” policistronici invece piu geni
sono sotto il controllo dello stesso promotoretrscrizione da luogo ad un unico
RNA da cui poi vengono rilasciati i singoli snoRN&edi paragrafo 1.12). La
trascrizione dei geni intronici € invece sottodhtrollo del promotore del gene ospite,
anche se irC. eleganse stata ipotizzata la trascrizione indipendente gbeuni geni
intronici (vedi paragrafo 1.12) (Het al, 2006); i geni ospiti sono frequentemente geni
per proteine ribosomiali 0 comunque geni i cui @tticcono coinvolti nella traduzione.
Un gene ospite puo contenere un unico gene perMNAaRpure un gene in quasi tutti
gli introni; mediante analisi comparativa nei neotiaC. elegans C. briggsaee stato
osservato come alcuni geni per snoRNA H/ACA prasenintroni vicini siano stati
originati mediante un processods-duplicazione (duplicazione e inserzione vicino al
locusdi origine) (Zemanret al, 2006). Nei Mammiferi e ilbrosophila(Huanget al,
2005) sono stati individuati alcuni geni nei cuirami sono contenuti singoli geni per
snoRNA, ma sembra improbabile che gli esoni possamlificare per una proteina:
guesti geni sono chiamdtiHG (“U22 host gene”, dal momento che il primo gene di

questo tipo individuato e stato il gene ospitdJ@2 in H. sapien} (Tycowskiet al,
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1994); inDrosophilai geni per snoRNA C/D box sono principalmente couatein
geni ospiti di questo tipo (Huangt al, 2005). Gli esoni di questi geni sono poco
conservati, ad eccezione di quelli del gene odpB&HG, cosa che suggerisce altre
funzioni oltre alla produzione di U87 (Marakova &ta@dmerov, 2005).

E stato osservato come alcuni geni ospiti, siafimaditi che non, siano sintenici in
uomo e topo (cioé disposti, insieme ad altri gerologhi, nello stesso ordine su
porzioni equivalenti di cromosomi), e cio rafforfadea che anche i geni non
codificanti per proteine derivino da un gene ameéstcomune (Tanaka-Fujiet al,
2007).

Esaminando le sequenze attorno a paraloghi di geni SnoRNA recentemente
identificati in genomi di mammiferi (spesso locakti all'interno di introni, in
orientamento “senso”), e stato possibile ipotizzahe questi geni siano parte di
retrotrasposoni (Weber, 2006; Luo and Li, 2007)rdaotrasposizione € in grado di
creare copie funzionali del gene originale, seskizione avviene all'interno di un
introne, con orientamento “senso”, in modo da pesfeunttare il promotore del gene
ospite per I'espressione; se il gene originale inoat ad essere funzionale, le nuove
copie possono anche dare origine, durante I'evohezia geni codificanti per snoRNA
con bersagli differenti da quello iniziale (Web2006). Non € attualmente noto se tutte
le copie potenzialmente funzionali siano realmestpresse nei tessuti. Per la
retrotrasposizione, almeno in alcuni casi, sembewenga sfruttato il macchinario di
integrazione utilizzato da altri tipi di retrotrasoni (Luo and Li, 2007).

Recentemente sono state osservate nuove varidfitrgenizzazione dei geni per
snoRNA: nelle piantérabidopsis thalianae Oryza sativasono stati individuati geni
dicistronici tRNA-snoRNA (figura 1.12 A), il cui dscritto e successivamente
processato, probabilmente dalla RNasi Z (Krusekaal, 2003), coinvolta nella
maturazione dell’estremita 3’ dei tRNA.

Un’altra tipologia € rappresentata dal “clustertramico (figura 1.12 B) che e stato
scoperto inO. sativa(Liang et al, 2002), dove e un tipo di organizzazione molto
frequente tra i geni per snoRNA e spesso i “clgsteono formati da copie multiple
della stessa specie di gene per snoRNA; in alaeteicoméA. thalianaé invece una
tipologia rara (tre “clusters” su 35 identificatiegno di nota é il fatto che nella

sottospecieD. satival. ssp.japonicae stato identificato un “cluster” composto da 42
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geni il quale deriva chiaramente da cinque dupiarazin tandem di un “cluster”
singolo presente in un’altra sottospec€de satival.. ssp.indica (Chenet al, 2003).

Il “cluster” intronico e il tipo di organizzaziongrincipale degli snoRNA H/ACA box
in Drosophila(Huanget al, 2005), i quali presentano molte piu isoforme ettp agli
snoRNA C/D box. Ad oggi solo iBrosophilaé stata osservata una cosi netta diversita
nell'organizzazione genomica delle due famifliosophilaé, per il momento, I'unico
caso tra i Metazoi in cui e stato osservata lagmzs di “clusters” policistronici.

In alcuni organismi@.elegansH. sapiensM. musculuk sono stati identificati alcuni
geni intronici il cui orientamento € perd contraab senso di trascrizione (definiti
“intron antisense”): un esempio ¢€ il gene per UB@ e ospitato nel terzo introne del
gene Cllorf49 per una proteina ipotetica (MGC2477) sia in uorhe in topo. U99
non viene immunoprecipitato con anticorpi che rmsgono in modo specifico il TMG
“cap” tipico degli snoRNA trascritti da unita indipdenti e questo rafforza l'idea che
tale snoRNA derivi dal processamento del trascattisenso dC11orf48(Vitali et al,
2003). Ad oggi, il significato biologico di questaganizzazione genomica non e stato
spiegato; tuttavia recenti osservazioni effettisategene per U99 portano a ipotizzare
la presenza di un gene ospite non codificante peteipe U99HG) all'interno di
C11orf48 e disposto con orientamento antisenso rispefteeat’ultimo (Weber, 2006).

A
B &9 2N NN
Elementi del promotore Esone 1 Geni per sSnoRNA Esone 2
4—
C >
Elementi del promotore  Esone 1 Esone 2 Gene per Esone 3
snoRNA

Figura 1.12: A: unita dicistronica tRNA-snoRNA,; B: “cluster” irdnico; C: gene “intron antisense”.

Per quanto riguarda i Tripanosomatidi, i geni papRNA sono organizzati in
“clusters” misti (figura 1.13), ossia i gruppi corepdono sia geni per snoRNA C/D
box che H/ACA box (Liangt al, 2004).
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Geni per snoRNA

H/ACA  H/ACA C/D H/ACA C/D C/D C/D H/ACA

Figura 1.13: “cluster” misto tipico dei Tripanosomatidi.

Organismi snoRNA C/D box snoRNA H/ACA box
lieviti indipendenti indipendenti
piante clusters indipendenti o intronici clusters indipendenti o intronici
C. elegans intronici intronici
D. melanogaster intronici clusters intronici
mammiferi intronici intronici
tripanosomatidi clusters misti clusters misti

Tabella 1.1:principali tipi di organizzazione dei geni per smMoRin diversi organismi.

1.12 Trascrizione degli snoRNA

La trascrizione degli snoRNA avviene nel nucleoplas ad opera della RNA
polimerasi Il 0, in alcuni casi, della RNA polimsrail.

Ad eccezione dei Tripasonomatidi, nel caso deldedrizione da parte della RNA
polimerasi Il, i geni localizzati in regioni intexgiche possiedono promotori propri:
spesso e presente la TATA box e, Sncerevisiagsono state individuate una o due
sequenze consenso per Raplp a monte di alcunirgerahé regioni “A/T rich” e/o siti
di legame per Abflp (Qet al, 1999). Sia Raplp che Abflp sono proteine leganti
DNA coinvolte in svariati processi, tra cui la rémgone della trascrizione dei geni per
proteine ribosomiali.

Nelle piante, oltre alla TATA box, sono presentgliéupsteam sequence elements”
(USE) (Waibel and Filipowicz, 1990), mentre nei Blaii sono presenti “proximal
sequence elements”(PSE) e “distal sequence elei{&8&), cosi definiti in base alla
posizione rispetto alla sequenza codificante (Brewal, 2003).

Per quanto riguarda i geni intronici, la regolaeotella trascrizione dipende dagli
elementi presenti nella regione a monte del gepéeoda trascrizione di diversi geni

ospiti, compresi quelli non codificanti per proteinnizia con un residuo di citosina
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seguito da un tratto di oligopirimidine: questara waratteristica della famiglia 5’-TOP
(“5’-terminal oligopyrimidine”), che include geniep proteine ribosomiali e per alcune
altre importanti proteine “housekeeping”. La seqzeh’-TOP sembra avere un ruolo
nel coordinare la traduzione del’mRNA in rispostie condizioni di crescita (Pelczar
and Filipowicz, 1998) e determina un preciso rafipdra la produzione di mRNA
“spliced” e snoRNA, rilasciato sia mediante “spiigi che mediante processamento
(vedi paragrafo 1.13); la sequenza TOP potrebldatege dei fattori che controllano in
modo specifico il tipo di processamento post-triagmmale a cui deve andare incontro
I'mRNA, in quanto promotori pol Il privi della seguza TOP non sono compatibili
con il rilascio dello snoRNA tramite la via del pessamento, con un conseguente
basso rapporto snoRNA/mRNA (De Tureisal, 2004).

In C. elegans stato individuato un tratto ricco in pirimidiagtorno all’ipotetico sito
d’inizio della trascrizione di molti geni per prate ribosomiali ospiti (Het al, 2006).
Nello stesso organismo, a monte di alcuni geniomti, sono stati individuati dei
motivi di sequenza che potrebbero agire come prormaotdipendenti (Denget al,
2006; Heet al, 2006), cosa che potrebbe giustificare I'elevatellb di espressione di
alcuni geni intronici rispetto al gene ospite osaty in alcuni casi; tuttavia € anche
possibile che la differente espressione sia dozildamaggiore stabilita degli snoRNA,
protetti all'interno della snoRNP, rispetto agli MR (He et al, 2006).

In topo, nel caso di snoRNA orfani, & stato scapehe i geni ospiti non possiedono la
struttura 5’-TOP e quindi seguono una via di regol@e diversa; probabilmente la
funzione di questi snoRNA non ¢ legata alla sintksiribosomi. Tali geni sono tutti
codificanti per proteine, tranram (Xiao et al, 2006).

La terminazione della trascrizione (da parte dpimerasi Il) dei geni per snoRNA
indipendenti differisce da quella dei geni per mRN&r questi ultimi I'estremita 3’
viene generata mediante un taglio endonucleolitotrascrizionale, seguito dalla
poliadenilazione, da parte di Paplp, dell'estrernitai formata (Zhaet al, 1999); nel
caso degli sSnoRNA e degli SnRNA i due eventi sogpasati (Faticat al, 2000). E
probabile che i geni per snoRNA abbiano, come ii gegr mRNA, piu siti di
terminazione (Kimet al, 2006). La formazione dell’estremita 3’, dipendera
indipendente dalla poliadenilazione richiede unaesdi fattori transagenti in parte

comuni (Morlandcet al, 2002); per quanto riguarda la terminazione de#lacrizione
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dei geni per snoRNA e snRNA risultano particolartee@mportanti Ptilp e Ref2p, che
evitano il “read-through” nei geni a valle e si parche possano avere una funzione nel
separare taglio e poliadenilazione (Dheuial, 2003). Per quanto riguarda i geni per
snoRNA C/D box, e stato osservato che Noplp iniecagcon Ref2p e ne favorisce |l
legame alla regione codificante (Morlando al, 2004). Cosi come Noplp sembra
richiesta per il corretto processamento in 3’ degloRNA C/D box, Cbf5p sembra
coinvolta nella corretta terminazione e nella fozmoae dell’estremita 3’ nel trascritto
primario degli snoRNA H/ACA box (Ballarinet al, 2005). Inoltre per la formazione
dell'estremita 3’ sono richieste le proteine leg#RNA Nrd1lp e Nab3p e la presunta
elicasi Senlp: Nrd1p puo interagire con Nab3p,itdominio C-terminale della RNA
polimerasi Il (CTD) e con la CTD-chinasi Ctklp (Bteetz et al, 2001). E stato
osservato come Nrdlp stimoli la degradazione dEIRR in vitro, da parte
dell’esosoma, con cui risulta interagire: si pecisa questa associazione possa legare la
terminazione e il processamento al 3’ (Vasiljevd Baratowski, 2006). Il legame del
complesso Nrd1p-Nab3p al terminatore € crucial&rtetminazione di trascritti privi
della coda poli(A) e si sono riscontrati siti dgéame multipli per queste proteine in
parecchi terminatori di geni per snoRNA (Caretdlial, 2007).

Gli snoRNA trascritti a partire da unita indipentempresentano all’estremita 5’ un
“cap” differente da quello degli mRNA: il “cap” 7-tilguanosina tipico di questi
ultimi e ipermetilato per dare origine al “cap” ZF&rimetilguanosina (TMG). La
reazione avviene nel nucleo e piu precisamente“@ajal bodies” in uomo e nei
“nucleolar bodies” (strutture localizzate nel naity in lievito; I'enzima che catalizza
I'ipermetilazione del “cap” in lievito, Tgslp, nanteragisce direttamente con 'RNA
ma con le regioni basiche C-terminali di Cbf5p, B6p e Nop58p (Mouaikedt al,
2002; Verheggeret al, 2002). Nel caso di U3 in lievito, il “cap” vieripermetilato
solo quando l'estremita 3’ & stata processata (Ketfel, 2000), mentre nelle piante
superiori, essendo U3 trascritto da pol 1ll, il paha una struttura differente dal
trimetilguanosina; in alcuni casi e stato dimostiat presenza di un “cap” metil-pppA
(Shimbaet al, 1992).

Attualmente sono noti diversi geni per snoRNA triascdalla RNA polimerasi IlI:
SNR52in S. cerevisiadHarismendyet al, 2003; Moqgtaderi and Struhl, 2003), i geni
per U3 nelle piante e nell'alg@. reinhardii (Kiss et al, 1991; Antalet al, 2000), i
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geni per snoRNA facenti parte delle unita dicisithe tRNA-snoRNA (Kruszket al,
2003), almeno due geni Drosophila(lsogaiet al, 2007) e 'RNA della RNasi MRP
nei Mammiferi. Anche irC. eleganssono stati individuati alcuni geni che potrebbero
essere trascritti dalla RNA polimerasi lll, in qt@apresentano a monte degli elementi
conservati simili alle box A e B; forse questi géamno parte di una unita dicistronica
tRNA-snoRNA oppure costituiscono una unita indipame in cui I'antico promotore
interno di un tDNA é diventato il promotore extrag® di un gene per snoRNA
presente a valle (Dergg al, 2006). Per quanto riguar@&NR52 sono presenti una A e
una B box, localizzate nella sequenza “leaderna& TATA box a monte (Harismendy
et al, 2003). Nel caso dei dicistroni tRNA-snoRNA il protore intragenico é presente
nella porzione codificante per il tRNA. IDrosophila dei due geni chiaramente
identificati come trascritti dalla RNA polimeraslil,| uno sembra presentare un
promotore di tipo esclusivamente intragenico menéigaltro sembrano importanti sia
elementi intragenici che extragenici (Isogaal, 2007).

Per quanto riguarda i Tripanosomatidi, non sonti stdividuati dei promotori e la
regolazione €& post-trascrizionale; tuttavia e stattividuato un elemento di 700 bp,
posto tra un “cluster” di sSnoRNA e la ORF a moiitguale potrebbe funzionare come
sequenza “promoter-like”, in grado di aumentaregdiessione, in modo dipendente
dall'orientamento. Questo elemento non pud essafnid un vero e proprio
promotore, in quanto viene trascritto, e la suazilmme potrebbe essere quella di
mantenere i livelli di trascrizione lungo il cronomsa oppure di aumentare rapidamente
la trascrizione in modo da sostenere la crescit@n(let al, 2004). E stato dimostrato
che i geni per snoRNA nei Tripanosomatidi possosseee silenziati (Liangt al,
2003).

1.13 Processamento e maturazione degli ShoRNA

Una volta trascritti, gli SnORNA possono essere@ssati per ottenere la forma matura;
entrambe le estremita dei trascritti primari poss@ssere il bersaglio di nucleasi
(figura 1.14).

In S. cerevisiagi trascritti codificati da unita monocistronicledipendenti possono

subire un taglio in 5’ da parte della endonucle®etlp; questo crea un sito per
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I'ingresso delle 5’-esonucleasi che probabilmemteosXrnlp e/o Ratlp (Chanfreat
al., 1998).

Rntlp é 'omologo della RNasi Il batterica, coifteonella maturazione del pre-rRNA.
Questa endonucleasi taglia in modo specifico I'R&lAoppio filamento che presenta
un “tetraloop” con sequenza consenso AGNN (“G2 Tpop 13-16 bp di distanza;
recentemente e stato osservato che anche il Gepalcon sequenza AAGU (“Al
loop”) puo essere presente vicino al sito di taghoquesto caso Rntlp usa una diversa
serie di interazioni per riconoscere il substraBhdzalet al, 2006; Gaudiret al,
2006). Rntlp puo tagliare anche a valle dello snARBE € presente una struttura
riconosciuta come substrato.

Come gia detto nel paragrafo 1.5.2, Rntlp e rithipsr 'importazione nel nucleo di
Garlp, probabilmente in forma di complesso Rntlpt@ala dissociazione tra le due
proteine avviene forse nel momento in cui Rntlpmia I'RNA substrato. La mancata
interazione tra le due proteine riduce, ma non dapcil processamento e la
pseudouridilazione dellTRNA, mentre la maturaziatesgyli SnoRNA non ne risente in
modo significativo (Tremblagt al, 2002).

L'interazione di Rntlp con Noplp € invece richieséh processamento dello snoRNA
intronico U18 (Giorgeet al, 2001).

La 5-esonucleasi Ratlp € localizzata nel nuclemtreeXrnlp e prevalentemente
citoplasmatica, tuttavia per ottenere la completabizione dell'attivita 5'-
esonucleolitica nucleare &€ necessario inattivateaee le proteine, probabilmente a
causa di piccola frazione di Xrnlp presente nelewcin caso di mancato taglio da
parte di Rntlp, le esonucleasi possono comunqueegsare i trascritti primari (Lest
al., 2003).

Gli snoRNA che non subiscono processamento in Bitemgono il “TMG cap”.

Rntlp é richiesta anche per il rilascio dei singoloRNA dai trascritti policistronici, e
a questo segue lintervento delle esonucleasi ({cbamet al, 1998; Petfalsket al,
1998).

Il processamento in 3’ richiede l'intervento di somplesso costituito da varie 3'-
esonucleasi, 'esosoma. Esistono due forme di quasinplesso, una nucleare e una
citoplasmatica: la prima contiene due subunita iipee e non essenziali, Rrp6p e

Lrplp, mentre le subunitd comuni (tutte essenzisdino Rrp4lp,Rrp42p, Rrp43p,
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Rrp45p, Rrp46p, Mtr3p, Rrp44p/Dis3p, Rrp4p, Rrp40@sl4p. La controparte umana
dell’esosoma di lievito € il complesso PM/Scl (“polyositis—scleroderma”) (Brouwer
et al, 2000). Sembra che il taglio finale, con cui siente I'estremita 3’ degli SnoORNA
maturi, sia completamente dipendente da Rrp6p @lilget al, 1999) e in assenza di
guesta nucleasi si pud osservare I'accumulo diysseci estesi in 3' e poliadenilati
(van Hoofet al, 2000); la poliadenilazione di questi RNA non dmdinti non € dovuta
a Paplp, ma a due poli(A)-polimerasi di recententifieazione, Trfdp e Trf5p.
Entrambe fanno parte del complesso TRAMR{4p/Air2p/Mtrdp polyadenilation
complex), richiesto per il processamento e/o laraldggione dei substrati da parte
dellesosoma (LaCaveat al, 2005). La delezione contemporaneaTéRF4 e RRP6
abolisce I'accumulo di precursori poliadenilati (&g et al, 2005), per cui si puo
dedurre che il complesso TRAMP agisca a monte ¢i6Rr In ceppirrp64 si e
osservato l'accumulo dei precursori poliadenilatiuna zona discreta del nucleolo,
distinta dai “nucleolar bodies”, che e stata chinfaucleolar poly(A) domain” e per
la cui formazione e richiesta anche la presenzza@plesso TRAMP. Si e ipotizzato
che il raggruppamento degli RNA poliadenilati popsamuovere il riconoscimento e

la degradazione da parte dell’esosoma (Carretied, 2007).

ii‘_ Rntlp
——

!

1 —— lT
Ratlp, Xrnlp 1 esosoma

Figura 1.14: maturazione di uno snoRNA monocistronico; in azzérrappresentato lo snoRNA

maturo.

Il processamento di U3 differisce in parte da quelégli altri sSnoRNA di lievito: il
primo taglio in 3’ é effettuato da Rntlp, mentr&’ilrimane intatto. | tratti ricchi in U

presenti nella porzione terminale sono legati dallh) una proteina richiesta per il
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processamento dei tRNA: questa impedisce all’esasdinpproseguire nel taglio del 3'.
A questo punto avviene lo “splicing” dell’intronesuccessivamente Lhplp viene
spiazzata da Noplp, Nop56p e Nop58p e viene coatplet taglio da parte
dell’esosoma; nel caso di U3 il taglio finale al ri®n & effettuato da Rrp6p. Come
ultimo passaggio il “cap” viene trimetilato (Kufet al,, 2000).

Gli snoRNA presenti negli introni devono esserasgiati e questo pud avvenire
secondo due modalita: la principale richiede ilitag la deramificazione dell'introne,
sul quale poi intervengono le esonucleasi (Tycoveskal, 1993). La via alternativa
invece prevede l'azione di un’endonucleasi sul pRNA e il successivo intervento
delle esonucleasi (Fragapaateal, 1993) (figura 1.15).

Nel primo caso € molto importante, almeno per ghRNA C/D box, la posizione
dello snoRNA all'interno dell'introne: nel caso t124 é cruciale la distanza tra
I'estremita 3’ dello snoRNA e il punto di ramifidane, che non deve essere inferiore a
44 nt, ma neppure troppo ampia (Vincegital, 2007); variazioni nella distanza di cui
sopra, non solo influenzano la sintesi dello snoRMA anche lo “splicing”.

Nel caso di U18 é possibile anche la produzionéodehoRNA attraverso la via
alternativa, che e responsabile di circa il 30%adgquantita di tale snoRNA. Questa
seconda possibilita dipende dalla presenza di stemi” nell'introne, appena al di fuori
della sequenza codificante di U18; questa struguranservata in parecchi introni, dal
lievito fino ai mammiferi, e ha un ruolo nel favailo “splicing” e la sintesi della
snoRNP (Villaet al, 2000; Giorgiet al, 2001), oltre a essere il bersaglio di una o piu
proteine responsabili del taglio del pre-mRNA neee® alla produzione di Ul8
(Giorgi et al, 2001). Tale “stem” solitamente € presente nab d@asui lo SnoORNA non

sia correttamente posizionato all’interno dell'arie.
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splicing processamento
endonucleasi endonucleasi

deramificazione l

\esonucleasi /

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

processamento). In viola sono rappresentati ghiedel gene ospite, in verde o snoRNA.

Anche nel caso dei geni per snoRNA C/D box di maferoj la biosintesi & stata
messa in relazione alla posizione all'interno deitbne. E stato osservato come la
deplezione di una proteina necessaria per lo ‘isgfimei vertebrati, IBP160, provochi
difetti nella formazione della snoRNP C/D bioxvitro; questa proteina si lega in modo
specifico ad una distanza fissa dal sito di ram#fione e si puo ipotizzare che i geni
per snoRNA si siano “spostati” nella posizione in BP160 riesce a promuovere
I'associazione con le proteine della snoRNP (Hiresal, 2006). Per quanto riguarda
gli snoRNA H/ACA box umani, pare che non esista lowalizzazione preferenziale
nell'introne e la sintesi € indipendente dallo fsiplg” (Richardet al, 2006).

1.14 Assemblaggio della snoRNP

Le snoRNP di entrambe le classi vengono assemtiati@ascrizionalmente. Per quanto
riguarda gli snoRNA C/D box, € ormai certo che tat@ina che si lega per prima é
Snul3p: essa riconosce e lega direttamente il matistruttura “K-turn” formato da
appaiamenti non canonici nel motivo C/D (Watkies al, 2000), inducendo dei
cambiamenti conformazionali nellRNA. Risultati dsperimentiin vitro sembrano
dimostrare che questa proteina € necessaria pegaine delle altre proteine “core”.

Nop58p € in grado di legarsi direttamente allo SdA8Rinteragendo con la box C e in
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particolare, come risulta da esperimenti di “cridsking” in oociti di Xenopuscon la
seconda U della box (Cahét al, 2002). Noplp € in grado di legarsi direttameide s
alla box D che D’, ma risultano anche interazioom da box C’, anche se mutazioni
nelle box D’ e C’ non sembrano influenzare le iagoni con Noplp (Cahilet al,
2002). Numerosi dati sembrano indicare I'assocraidi Noplp con i precursori degli
snoRNA C/D box (Watkingt al, 2002; Giorgiet al, 2001), ma anche con i geni per
snoRNA attivamente trascritti (Morlandet al, 2004). Nop56p puo legarsi allo
sSnoRNA solo se e presente Noplp ma comunque ristiéeagire con le due U della
box C’ (con le quali interagisce, peraltro, anchaplp) (Cahillet al, 2002).

Si pensa che gli snoRNA H/ACA box vengano legatiuiacomplesso preformato,
costituito da Nhp2p, Nop10p e Chf5p, in quanto spleste proteine sono richieste per
la stabilita metabolica del’RNA; in particolareséato osservato che CbfS5p e Nhp2p
sono associati ai geni per snoRNA H/ACA attivametntescritti (Ballarinoet al,
2005).

1.14.1 Fattori richiesti per 'assemblaggio

Molte delle proteine coinvolte nell’assemblaggidlalesnoRNP sono necessarie per
entrambe le classi. Le piu conservate, presenti Wgghaea in lievito e nelluomo,
sono le proteine p50/p55 (Rvblp e Rvb2iBircerevisiaeTip48 e Tip49 in uomo) che
hanno attivita DNA elicasica e sono coinvolte immanosi processi tra cui riparo del
DNA e trascrizione; non fanno parte della snoRNRunaae non sono localizzate nel
nucleolo, ma sono richieste per la biogenesi ditlle classi di shoRNA, con un ruolo
post-trascrizionale (Kingt al, 2001). Sembra che, nel caso della snoRNP C/Dibox,
complesso si formi nel momento in cui Nop58p salejo snoRNA.

Un’altra proteina richiesta per I'assemblaggio imrambe le classi € SMN (“Survival
of Motor Neuron protein”), conservata in invertdraertebrati e inS. pombema
assente irS. cerevisiagtale proteina € presente in strutture nucleatedgems” che
spesso si sovrappongono ai “Cajal bodies” e, daraspntiin vitro, si € visto che lega
sia la fibrillarina sia Garlp, attraverso i lorondiai contenenti le ripetizioni RG (Jones
et al, 2001; Pellizzonket al, 2001), e probabilmente funziona come piattafopea

permettere il legame delle proteine allRNA. SMN essenziale anche per
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'assemblaggio delle snRNP nel citoplasma ed eig#th per la trascrizione e lo
“splicing” del pre-mRNA (Pellizzonet al, 1998).

Essenziali per la biogenesi delle sole snoRNP H/ABA sono invece Naflp e Shqlp,
che formano un complesso e interagiscono con Nigp@bf5p; Naflp € in grado di
legare il dominio carbossiterminale (CTD) fosfaialella RNA polimerasi Il e lega
'RNA attraverso un dominio simile a quello di Ngmlproteina richiesta per la
formazione dell’estremita 3’ degli snoRNA in liewifYang et al, 2002). Naflp e
Garlp interagiscono con lo stesso sito di Cbf5pmodo da escludersi a vicenda: e
possibile che Naflp permetta 'assemblaggio di preesnoRNP stabile, che rimane
inattiva finché Garlp non prende il posto di Naf¥fang et al, 2005; Matereet al,
2007). Inoltre questa proteina interagisce con @ptTfglp e Sublp, tutte associate
alla RNA polimerasi Il (Yangt al, 2005).

Per le snoRNP C/D box e invece richiesta Bcdlpesearia per 'accumulo degli
snoRNA C/D box (Pengt al, 2003); anche questa proteina sembra interagine co
I'apparato pol Il e si e ipotizzato, in modo anaog Naflp, che il suo posto nella
snoRNP matura sia preso da un’altra proteina, estgucaso Nop56p (Mateet al,
2007).

1.15 Localizzazione degli snoRNA

Per la localizzazione a livello del nucleolo rigmid essere importanti le box C/D e
H/ACA,; inoltre, la deplezione di ciascuna delle teine “core” della snoRNP C/D box
provoca una parziale localizzazione nucleoplasraatéilo snoRNA.

Nei vertebrati gli ShoRNA C/D box transitano neidj@l bodies”. Nei mammiferi,
come in lievito, U3 é sintetizzato come precursoom un una breve estensione in 3’ e
un “cap” monometilato. Il precursore lega solo S3p/15.5 kDa ed € presente nel sito
di trascrizione e nei “Cajal bodies”, ma non netleoli, mentre il maturo e localizzato
sia nei nucleoli che nei “Cajal bodies” (Verheggeral, 2002). Una conferma viene
anche dagli snoRNA intronici: Snul3p/15.5 kDa esprge inizialmente nelle zone in
cui avviene lo “splicing” e nei “Cajal bodies” elsadopo 30 minuti e presente nei
nucleoli, mentre la fibrillarina si distribuisce in&Cajal bodies” e nei nucleol,
permettendo di ipotizzare che questa proteinagsii lal complesso nei “Cajal bodies”
(Leung et al, 2002). Al contrario, gli snoRNA H/ACA box sembrmamaggiungere
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contemporaneamente i nucleoli e i “Cajal bodiesiegio pud essere spiegato se si
ipotizza, tra i due compartimenti, un flusso tropppido per essere apprezzato, oppure
se il “pathway” e piu complesso o se non ne esistenico (Narayanaet al, 1999).
Come gia detto in precedenza, nei “Cajal bodiesiieme anche la formazione del
“TMG cap”, mentre in lievito questa reazione avweall’interno del nucleolo, nei
cosiddetti “nucleolar bodies” (Verheggenal, 2002). Da queste strutture sono esclusi
i fattori coinvolti nella biogenesi dellTRNA e Iseparazione tra questa e la biogenesi
dei piccoli RNA potrebbe essere alla base dellammémione dei “Cajal bodies” come

strutture indipendenti.
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2. SCOPO DELLA RICERCA

Gli snoRNA fanno parte della famiglia degli RNA noodificanti per proteine; uno dei
loro ruoli fondamentali € quello di partecipareaathaturazione dell'rRNA.
L’organizzazione genomica dei geni per snoRNA é&eesamente variabile tra gli
Eucarioti: negli Eucarioti inferiori i geni sono gwalentemente indipendenti e
monocistronici, nelle piante si ritrovano sopratiutunitd policistroniche, nei
mammiferi quasi tutti i geni sono intronici.

La trascrizione degli snoRNA avviene, in tutti §ucarioti, principalmente ad opera
della RNA polimerasi Il, ma la regolazione dell’esgsione, gli elementi presenti nella
regione del promotore e i fattori richiesti perclampleta attivazione della trascrizione
dei geni trascritti in modo indipendente sono staiidiati pochissimo in quanto H.
sapiense negli altri mammiferi I'espressione dipende 'éajpressione del gene ospite.
Ad oggi, quindi, quasi nulla & conosciuto dellaioag del promotore dei geni per
SnoRNA inS. cerevisiae

Scopo di questa tesi e individuare, a monte dei gen snoRNA trascritti in modo
indipendente inS. cerevisiae(la maggioranza dei geni per snoRNA in questo
organismo), gli elementi necessari per la trasmnei La ricerca viene effettuata sia
attraverso una analisi computazionale per indivieugli elementi di sequenza
conservati nella regione “upstream” in specie d#fei di Saccaromiceti, sia attraverso
una analisiin vivo in cui, attraverso delezioni e mutazioni puntifgrisi ricercano le
porzioni del promotore essenziali per 'espressione

Al momento non sono note condizioni ambientali chesino una attivazione o una
repressione della trascrizione degli snoRNA init@vin questa tesi si € anche cercato
di identificare particolari condizioni di cresciia cui la trascrizione dei geni per
SnoRNA possa essere soggetta a regolazione, basandguanto noto a riguardo della
regolazione dell’espressione dei geni ospiti diigrem SnoRNA e dei geni codificanti
per le proteine “core” delle snoRNP in rispostaaémine variazione nelle condizioni
ambientali.

Al contrario della regolazione della trascrizioitggrocessamento degli SnoRNA é stato
studiato in modo estensivo ed é stato dimostratoecid corretto assemblaggio della

snoRNP (che necessita, oltre alla presenza dedigrquproteine del “core”, delle box C
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e D integre) sia essenziale per il corretto praoessnto in 5 (se richiesto) degli
snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi Il.

Tra i geni per snoRNA trascritti dalla RNA polimsrdll ritroviamo un solo gene .
cerevisiag SNR52 Una parte di questo lavoro di tesi € lo studibptecessamento di
snR52 al fine di chiarire il coinvolgimento, in e processo, delle box C e D,
mediante mutazioni puntiformi di questi elementionohé il ruolo di alcune
componenti proteiche della snoRNP, grazie allo sipegnto controllato dei geni
codificanti per tali componenti.

Si e inoltre inteso verificare se il complesso 86®ucleasico dellesosoma é coinvolto
nella maturazione dell’'estremita 3’ di snR52, cosine avviene per gli altri snoRNA
trascritti dalla RNA polimerasi Il, nonostante &rhinazione della trascrizione da parte
della RNA polimerasi Il sia differente dalla temazione da parte della RNA

polimerasi Il.
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3. Materiali e Metodi

3.1 Ceppi
Per gli esperimenti riguardanti lo studio di snR&5&ppi utilizzati sono i seguenti
CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO
YM4585 Mat a, his&200,lys2-800, leu2-3, 2-112, Lowe and Eddy, 1999
(ASNR52) | trp1-901, tyr1-501, URA3 ADE', CANZ,
ASNR52-HIS3
D254 Mat a, ura3-52, leu2-3, 112, adel-100, hisZollervey et al., 1991
519
D255 Mat a, ura3-52, leu2-3, 112, adel-100, hisZollervey et al., 1991
519, URA3-pGAL10::NOP1
YDL401 Mat a, ara3-52, trp (trp1-D63 o trpl-28P), Lafontaine and
leu2A1, his3-A200, gal2, gal\208 Tollervey, 1996
YDL522-20 | Mat a, ara3-52, trp (trp1-D63 o trpl-289) Lafontaine and
leu2Al, his3-A200, gal2, gal A208, Tollervey, 1999
HIS3::GAL10::NOP58
BY4741 Mat a, his &1, leuA0, met1A\0, uralo Yeast Genetic Stock
Center
YGALSNU13 | Mat a, his &1, leuA0, met1R\0, ura®\0, | Dobbyn and O’Keefe,
KanMX6:Pga 1-SNU13 2004
BY4742 Mat a, hisAl, lys2A0, leuA0, ura0 Yeast Knock Out
Collection (Open
Biosystem)
Arrp6 Mat a, hisAl, lys2A0, leuA0, ura@\o, Yeast Knock Out
ARRP6-kanMX4 Collection (Open
Biosystem)
Alhpl Mat a, his3Al, lys2A0, leu2A0, urad\o, Yeast Knock Out

ALHP1-kanMX4

Collection (Open

Biosystem)

Per lo studio dei promotori dei geni per snoRNAGstati utilizzati i seguenti ceppi

CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO
YS669 ade2-101, trpA901, ura3-52, leu2-3,112, Balakin et al., 1993
his3, SNR31::URA3
YS670 ade2-101, trpA901, ura3-52, leu2-3,112, Balakin et al., 1993
his3, SNR32::HIS3
YM4585 | Mat a, his&200,lys2-800, leu2-3, 2-112, Lowe and Eddy, 1999
(ASNR64) | trp1-901, tyr1-501, URA3 ADE', CANS,
ASNR64-HIS3
YM4585 | Mat a, hisa200,lys2-800, leu2-3, 2-112, Lowe and Eddy, 1999
(ASNR65) | trp1-901, tyrl-501, URA3 ADE', CANS,

ASNRG65-HIS3
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CEPPO GENOTIPO RIFERIMENTO
rntla xrnla Danin-Kreiselman et
ratl-1 al., 2003
BY4741 Mat a, his &1, leu2A0, met1R0, ura0 Yeast TAP Fusion
Collection (Open
Biosystem)
RAP1-TAP | Mat a, his a1, leu2\0, met1R\0, ura?\o, Yeast TAP Fusion
RAP1-TAP-HIS3MX6 Collection (Open
Biosystem)
REB1-TAP | Mat a, his A1, leu2A0, met1®R0, urao, Yeast TAP Fusion
REB1-TAP-HIS3MX6 Collection (Open
Biosystem)
HMO1-RAP | Mat a, his &1, leu2\0, metl®R0, ura?\0, Yeast TAP Fusion
HMO1-TAP-HIS3MX6 Collection (Open
Biosystem)
NRGI1-TAP | Mat a, his A1, leu2\0, met1R0, ura?o, Yeast TAP Fusion
NRG1-TAP-HIS3MX6 Collection (Open
Biosystem)
TBF1-TAP | Mat a, his A1, leu2A0, met1®R0, urao, Yeast TAP Fusion
TBF1-TAP-HIS3MX6 Collection (Open
Biosystem)
3.2 PCR

3.2.1 Costruzione del mutante SNR52 Cdown

Si sono allestite inizialmente due PCR: in una dppia di primer € snR52_fw e
snR52_Cdown_rev, nell'altra € snR52_Cdown_fw e shiR&v (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 pPNEBSNR52nt,
H,0 (Sigma) a 2%l
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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 é poi eseguita una nuova PCR usando i due petiednpliconi 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),
H,O (Sigma) a 5Qul.

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 ful di ciascun primer (2QM) 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 & stata assemblata una reazibRER utilizzando un primer reverse
mutagenico, rispettivamente snR52 Ddown_rev e snR®2mini (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 pPNEBSNR520t,
H,0O (Sigma) a 5@l

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

SnNR52_rev_mini AAAAAATAAATCCTAAAATCTTTCG

Tabella 3.1:primer utilizzati per ottenere le versioni mutateS8lR52.
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3.2.3 Costruzione dei mutanti per lo studio dellar  egione a monte dei

geni per snoRNA

In generale e stato seguito il seguente protocaitb,eccezione dei mutariNR31
RRPE downSNR32 -127SNR65 -59 Tutte le sequenze dei primer utilizzati sono
riportate nella tabella 3.2.

1X Thermo Pol buffer

0.3 mM dNTP

0.5uM primer forward

0.5uM primer reverse

1 U di Deep Vent (New England Biolabs)

50 ng di DNA genomico

H,0O (Sigma) a 5@l

Per amplificare i restanti tre mutanti & statoizgato I'enzima GoTaqg (Promega), con
il seguente mix di reazione.

1X GoTaq buffer

0.2 mM dNTP

0.4 uM primer forward

0.4 uM primer reverse

1 U di GoTaq (Promega)

50 ng di DNA genomico

H.O (Sigma) a 5Qul

Nel caso dei costrutti con delezioni o mutazionbimispetto ai genENR31e SNR32
templati utilizzati sono pFL4A5SNR31e pFL45S-SNR32rispettivamente.

94°C per 4’

94°C per 45”
X°C per 45” 35 cicli
72°C perY’
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72°C per 7’
4°C for ever

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

varie reazioni di PCR vedi tabella 3.2.

Per le PCR “touchdown” e “touchup” si sono fatticRli per ogni temperatura di
“annealing”, che viene variata di 2°C fino al ragggimento dell'ultima temperatura, a

cui si fanno 20 cicli.

COSTRUTTO PRIMERS X Y
SNR31wt |snR31_fw TGAAGTGAAGATATGTACACC 55°C | 1'30”
snR31_rev GCCAATTCTTGGTTTCAACGC
SNR31 -220 | snR31_-220 GGTTTTCTTATCCTGAAGGATCC 54°C | 1' 30"
snR31 _rev
SNR31 -124 | snR31_-124 TGAAAATTTTTCGCTTTATCTAGG 48°C | 215"
snR31 _rev
SNR31 RRPE| snR31_RRPEdown TGAGCGTACCTCGCTTTATCTAGGtouch| 2’ 15
down SnR31_rev 42/54
SNR31 -107 | snR31_-107 ATCTCTTAGGGCTCCTACTGTCGG 54°C | 1' 30"
snR31_rev
SNR31 -9 |snR31_-9 CAGAAAAGTGAAGCAAAATTACACCA 54°C | 1’ 30”
snR31 _rev
SNR32 wt | snR32_fw CCTATCCATACCCGTTTCTAGACG 50°C | 1’ 30"

sNR32_rev TTAACTTTTTGTAAATTTTGC

SNR32 -224 | snR32_-220 TAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGC 54°C | 1' 30"

SNR32_rev
SNR32 -148 | snR32_-148 GAACCCAAAAAATCAATCACC 48°C | 1’ 30”
snR32_rev
SNR32 -127 | snR32_-127 AGGGTAAGCGGGAAAAAAAAA touch| 1’ 30"
SnR32_rev 47/41
SNR32 Reb | snR32_reb_down AATGTCAGCGGGAAAAAAAAA 50°C | 2’ 15”
down sSnNR32_rev
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COSTRUTTO PRIMERS X Y
SNR32 poliA | snR32_poliAdown 55°C | 2'15”
down AGGGTAAGCGGGAACAGTAACAAGTGTAGGAACC
GCACTATAAA
SnR32_rev
SNR32 Reb | snR32_Rebdown_poliAdown 55°C | 2'15”
down-poliA | AATGTCAGCGGGAACAGTAACAAGTGTAGGAACC
down GCACTATAA
SnR32_rev
SNR32 -100 | snR32_-100 AGGAACCGCACTATAAAAAGTCG 54°C | 1’ 30”
snR32_rev
SNR32 -7 | snR32_-7 AAAGGCCAACATCATAATTATATCG 54°C | 1' 30"
SNR32_rev
SNR64 wt | snR64_fw TTCAATGATTACTACAAGAGGC 48°C | 2’ 15”
snR64_rev TTGTTTGCTTATATCCAGCG
SNR64 -231 | snR64_-276 GCGCAAATACTACTTTGTGG 56°C 2
SnR64_rev
SNR64 -89 | snR64_-134 CGAAAAAATACTCCAGCGGAGG 56°C 2
SNR64 _rev
SNR64 -66 | snR64_-111 GTATAAAAGGGAGGAAAATAC 53°C 2
SNR64 _rev
SNR64 +27 | snR64 _-18 GCAAAAACAGCGACTGGCGCG 56°C 2’
SnR64_rev
SNR65 wt | snR65_fw ATAATCATATACAAATATCACC 48°C | 215"
sNR65_rev TGTATTGTACTTGTATTGCCG
SNR65 -219 | snR65_-240 GCTGAAACATGATAGCCGCC 58°C 2
SNR65_rev
SNR65 -98 | snR65_-119 GATTATTTTATGCGCGCCTCC 58°C 2
SNR65_rev
SNR65 -59 | snR65_-176 TATATAACATAGGTGGAAAAACTT touch 2
SNR65_rev 48/38
SNRG65 +7 | snR65_-15 CACGAAAAGGCGTAGACATGG 58°C 2
SNR65_rev

Tabella 3.2: primer utilizzati per ottenere gli ampliconi utitiati per lo studio dei promotori dei geni per gli
SNORNA.
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3.3 Clonaggi

Per I'espressione in lievito di tutti i costrutti @ato utilizzato il vettore “shuttle”
pFL45S Amg, TRPJ. Per tutti i clonaggi riguardanti lo studio 8iNR52é stato
utilizzato il metodo descritto in Bolchet al, 2005; stessa cosa per lo studio dei
promotori, ad eccezione dei costr8R31IRRPEdownSNR31-124 e SNR65-59 che
sono stati dapprima clonati in pGENT Easy Vector (Promega) e successivamente
subclonati in pFL45S.

Nel primo caso la reazione ({0finali) comprende

50 ng di pFL45S,

1X buffer 4 (New England Biolabs),

0,1 mg/ml BSA,

1 mMATP,

2,5 U di ligasi (GE Healthcare),

2,5 U di Smal (GE Healthcare),

inserto in eccesso di almeno 20 volte (in molipetso al vettore.

La reazione é stata incubata per 3 ore a 25°Credgprecipitata. Si sono trasformate
cellule diE. coli (ceppo XL1b), poi il plasmide € stato estratto danetodo 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 mol

La reazione viene incubata o/n a 4°C e poi preagitDopo la trasformazione di
batteri elettrocompetenti e I'estrazione del platamiquest’ultimo é stato digerito con
opportuni enzimi di restrizione, € stato recupetatserto (mediante estrazione da gel
d’agarosio) e quindi questo e stato subclonato kbL4pS, secondo il seguente
protocollo (20 ul finali):

50 ng di pFL45S (tagliato con gli stessi enzimi mstrizione dell'inserto e
defosforilato),

1X ligation buffer,

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

E stata fatta una nuova trasformazione e infirerscuperato il plasmide.

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

Il ceppo di lievito da trasformare viene fatto ae® in 50 ml di YPD (1% yeast
extract, 2% peptone, 2% glucosio) fino ad una OD0d-0.5; le cellule vengono
raccolte e lavate con 20 ml dp® 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 pH5 proporzionale allOD
ottenuta (50Qul per una OD pari a 1).

A 50 pul di cellule si aggiungono 139 di “salmon sperm DNA” a singolo filamento e 2
pg di DNA plasmidico, si mettono poi a 30°C per 3thati, agitando delicatamente
ogni 10 minuti. Si aggiungono 3Qd di 40% PEG 8000/TE/0.1 M LIOAc pH 7.5 a
ciascuna trasformazione e si mescola a lungo,iponsttono a 30°C per 30 minuti. Si
fa poi uno shock termico, lasciando le trasformaze 42°C per 15 minuti (questo
passaggio non é stato fatto nel caso del cA3R52). Le cellule sono infine piastrate
su terreno minimo (0.67% yeast nitrogen base, 2%o0gio, 2% agar) supplementato

con opportuni amminoacidi.

3.5 Estrazione dellRNA

Le cellule vengono fatte crescere in 100 ml dieteor liquido fino al raggiungimento
della fase logaritmica; viene raccolta una quardit&ellule pari a 10 OD da cui poi
viene estratto I'RNA.

Il campione viene risospeso in 4Q0di AE buffer (50 mM sodio acetato pH 5, 10 mM
EDTA), si aggiunge SDS 1% finale e si passa sutexgrsi aggiungono 500l di
fenolo acido/cloroformio 5:1 e si passa a lungowsutex, poi si mette il campione a
65°C per 4 minuti e successivamente in ghiacciesgefinché non € completamente
congelato. Si centrifuga per almeno 5 minuti e estupera il surnatante, a cui si
aggiunge 1 volume di fenolo acido/cloroformio Isilpassa sul vortex e si centrifuga a
4°C per almeno 8 minuti. Al surnatante recuperataggiungono 1/10 di volume di
sodio acetato 3 M, pH 5.2 e 2.5 volumi totali caredlo 100% freddo per precipitare
I'RNA,; si lava il pellet con 1 ml di etanolo 70%efitdo e infine 'RNA é risospeso in
50 pl di H,O DEPC (o0 3Qul se la resa € bassa). Gli RNA vengono quantifiaidi
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spettrofotometro e 1 0 @g sono caricati su gel di acrilammide 6%, 7 M uceae

controllo.

3.6 Northern blot

Su gel di acrilammide 6%, 7 M urea si caricanoptQdi RNA totale, risospesi in
soluzione denaturante colorata; dopo la corsareletetica I'RNA e trasferito sulla
membrana di nitrocellulosa GeneScreen Plus (Pelkiag, mediante “semi-dry
blotting”.

La preibridazione viene effettuata per almeno 1e@0 minuti in una soluzione 5X
SSC, 5X Denhardt solution, 0.1 mg/ml salmon speridAD 0.5% SDS (per le
temperature utilizzate nei vari Northern blot viadiella 3.3).

Per i piccoli RNA, la sonda & costituita da un ofigcleotide marcato cofiP in 5';

1X buffer

10 pmol di oligonucleotide

10 U di T, polinucleotide chinasi (Promega)

5 pl di y*?P-ATP (10 mCi/ml) (GE Healthcare)

H,0O (Sigma) a 2@l

La reazione viene lasciata a 37°C per almeno 3Qutmipoi I'enzima é inattivato a
90°C per 7 minuti, quindi la sonda viene purificatan colonnine Micro Bio-Spin 6
(Bio-Rad), dopo aver portato il volume a gD e la radioattivita viene misurata @l
counter. Dopo 5 minuti di denaturazione a 90°Colads: viene aggiunta alla soluzione
di preibridazione e lasciata o/n, alla stessa teatpea della preibridazione.

Lavaggi:

1°: 2X SSC, 0.1% SDS; 10 minuti; temperatura anteien

2°: 1X SSC, 0.1% SDS; 7 minuti; temperatura amieiend2°C (se l'ibridazione é stata
fatta a temperature maggiori di 30°C).

3° (facoltativo): 0.2X SSC; 5 minuti ; stessa tenapara dell’'ibridazione.

Il filtro € esposto al Phosphorimager e la lastrecessivamente scannerizzata.

Per le sonde per gli mRNA di dimensioni maggiostato utilizzato il kit Megaprime
DNA labeling system (GE Healthcare): e stato angalib un frammento del gene di
interesse di circa 500 bp (la regione amplificate mleve avere omologia con altri

geni). A 50 ng di amplicone vengono aggiunti @L%sli primers random e #D (Sigma),
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come da protocollo, si mette per 5 minuti a 95°@ndi in ghiaccio e successivamente
si aggiungono il bufferi®**P-dCTP ed enzima, si mette a 37°C per 25-30 mipatisi
inattiva con 2.511 di EDTA 0.2 M e si porta a 4fl. Si purifica con colonnine Micro
Bio-Spin 6 (Bio-Rad), poi si quantifica la radioeitta. Dopo 5 minuti di denaturazione
la sonda viene aggiunta alla soluzione di preilzimtze, che € stata effettuata a 65°C.
Per questi Northern blot 'RNA e stato caricato gel d'agarosio 1.2%, 1.9%
formaldeide, 1X MOPS, quindi trasferito con il masd‘'semi-dry blotting”.

SONDA SEQUENZA T°
snr52_mini_north GTATCAGAGATTGTTCACGCTAATG 42°C
U3 CTTCCAAAGGAAAAAACTACAAATGCAACGGCAAAG | 42°C
SnNR33-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 NOP1_fw TGGTGCCCGTGGTGGTGCCAAGG 65°C
NOP1 _rev TGTGGGTGTGTAGCATCTTCAATGATTGG
NOP58 NOP58_full_fw GCTTACGTTTTAACTGAAACTTCAGC | 65°C
NOP58_full_rev CTTGTCCTTCTTTTCCTTCTTAGC

Tabella 3.3:sonde utilizzate negli esperimenti di Northerrtblo

3.7 Deplezione di Noplp, Nop58p, Snul3p

Per studiare gli effetti sulla biosintesi di snR#&lla mancanza delle proteine “core”
della snoRNP, sono stati utilizzati ceppi in cugeni NOP1 NOP58 e SNU13sono
posti sotto il controllo di un promotore inducibden galattosio (Tollervegt al, 1991;
Lafontaine and Tollervey, 1999; Dobbyn and O’Kee?€04), in modo da poterli
spegnere, dal momento che tutti i geni sono eszkenzi
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Le cellule sono cresciute in YPGal (1% yeast extr2® peptone, 2% galattosio) fino
a OD pari a 0.4, quindi raccolte, lavate due volbe HO sterile e risospese in un
uguale volume di YPD; si sono poi effettuate ratecal vari tempi. | lieviti sono stati
mantenuti in fase di crescita esponenziale diludadooltura con YPD preriscaldato.
Per il ceppo Gal::NOP58 e il relativo wt il terrefypermissivo” € costituito da 1%
yeast extract, 2% peptone, 2% galattosio, 2% rmadfmn 2% saccarosio.

3.8 Chromatin immunoprecipitation (ChlP)

1° giorno

| ceppi “TAP-tagged” d’interesse e il ceppo “pasdhivengono inoculati in 200 ml di
YPD e lasciati crescere fino a OD pari a 0.4-04y; ‘fgross-linkare” DNA e proteine,
tratto con formaldeide 1% finale per 20 minuti anperatura ambiente, agitando
occasionalmente, quindi aggiungo glicina 240 mMln per bloccare la formaldeide,
e lascio per altri 5 minuti. Si raccolgono le ckdle si lavano due volte con 5 ml di
TBS (20 mM Tris-HCI, pH 7.5, 150 mM NacCl) freddouea volta con 5 ml di FA-
lysis buffer (50 mM HEPES-KOH, pH 7.5, 150 mM NaClnM 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-lysigfeuufreddo contenente 0.5% SDS,
viene aggiunto lo stesso volume di “glass beadsinid 0.5 mm) e quindi si passa sul
vortex per 15 minuti a 4°C, per rompere le cellgieaggiungono 8 ml di FA e si buca
il fondo della provette con uno spillo incandeseeiitlisato viene raccolto in tubi da
centrifuga tenuti in ghiaccio. La cromatina vieredisnentata centrifugando per 20
minuti a 20000 g, viene poi lavata per 1 ora a 4@ 1.5 ml di FA, centrifugata
nuovamente e risospesa in 1.5 ml di FA, quindiitdager 1 ora a 4°C.

Si sonica in modo da avere frammenti di 100-300dmy: verificare la taglia effettiva
del DNA, si trattano 8@l di ciascun campione con Pronase (Calbiochem)rig&nl
finali, a 42°C per 1 ora e poi a 65°C per 3 oré¢raggo con fenolo/cloroformio, quindi
carico 2ul su gel d’agarosio 1%.

Il volume dei campioni viene portato a 4 ml con FA,centrifuga per 20 minuti a
20000 g e si recupera il surnatante; si preparigocte da 80Qul e due da 40@l che

possono essere conservate a -80°C. A una dellgotdigia 80Qul aggiungo 10Qul di
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“beads” IgG-Sepharose (GE Healthcare), precedemtemavate due volte con 1Q0

di TE (10 mM Tris, pH 8, 1 mM EDTA); si lascia c&4°C in agitazione.

3° giorno

Si lavano le “beads” con 1.4 ml di FA+275 mM Na@f j» minuti, quindi si ripete con
1.4 ml di FA+500 mM NacCl, poi con 1.4 ml di “washffer” (10 mM Tris, pH 8, 0.25
M LiCl, 1 mM EDTA, 0.5% NP-40, 0.5 % sodio deossato) e infine con 1.4 ml di
TE. La cromatina viene fluita scaldando le “beagst 10 minuti a 65°C in 200l di
buffer di eluizione (50 mM Tris, pH 7.5, 10 mM EDTA% SDS), il surnatante viene
recuperato e le “beads” vengono lavate con @0l TE, che viene recuperato e unito
al surnatante raccolto in precedenza. Si aggiumgeaBe 0.8 mg/ml e si lascia 1 ora a
42°C e poi 5 ore a 65°C: lo stesso trattamentoeviatto su una delle aliquote da 400
ul di cromatina, che diventera cosi il controllogint”.

Si estrae il DNA con fenolo/cloroformio/isoamyl atd e poi con cloroformio; si
precipita con etanolo e sodio acetato, in presdn2@ug di glicogeno.

4° giorno

I DNA viene risospeso in 5@l di Tris 10 mM, pH 8; diluisco ulteriormente il

controllo “input” 1/100.

PCR (10 pl finali)

0.25uM di ciascun primer specifico (vedi tabella 3.4 [gesequenze)

0.25uM di ciascun primer di controllo

0.1 mM di ciascun dNTP

1X PCR buffer

0.5 U di GoTaq (Promega)

0.06 mCi/ml dia®P-dCTP (PerkinElmer)

templato (in genere 1/100 del DNA immunoprecipitett20000 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

| prodotti di PCR sono caricati su gel di acrilardmi6%-TBE standard 1X; il gel
seccato é stato esposto al Phosphorimager e daitatitra € stata scannerizzata. Come
controllo si amplifica anche una regione a cui drdovrebbero legare le proteine
d’interesse (la regione scelta € compresa traii B8 2e MRH1). Il segnale ottenuto
nei campioni immunoprecipitati viene normalizzatespetto all’efficienza di
amplificazione (determinata dal segnale dei campfiowput”), quindi si effettua il
rapporto tra il segnale normalizzato ottenuto f@erdgione d’interesse e il segnale
normalizzato ottenuto per la regione di controfibottiene cosi un valore che esprime

quante volte il segnale della regione di inter@ss®aggiore rispetto al “background”.

NOME PRIMER SEQUENZA
snR31_-220 GGTTTTCTTATCCTGAAGGATCC
snR31_ChIP_rev CCTCATGCTTTAAATATACTCAAC
snR32_-224 TAAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGC
snR32_ChIP_rev GGAAAATTAATACAAACCTTCG
snR42_ChlP_fw CGTGTTCTACAGAGCACACGG
snR42_ChlIP_rev GCAAATGCTATAGTTCACGGC
snR45_ChIP_fw CATCTCATCTCATCAAAACCG
snR45_ChIP_rev TACCTGTTAAATGAAAATCG
PST2-MRH_IntergReg_fw | GTCGTCTAAGGATGGTAACTAGC
PST2-MRH_IntergReg_revy AGAACAAAAATTACTTAAGGGTCG

Tabella 3.4: primer utilizzati nelle PCR della ChiIP.

3.9 Deplezione d’azoto

Le cellule (BY4741) vengono cresciute in terrenof®0 al raggiungimento della fase
logaritmica, quindi viene raccolto il campione aimpo 0, mentre il resto delle cellule

viene lavato con kD sterile e inoculato in un uguale volume di teoreninimo con
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concentrazione limitante di azoto e addizionato epportuni amminoacidi; il terreno
minimo & cosi composto: 0.67% “yeast nitrogen h&&e ammonium, copper, iron”
(Q-BIO gene), 0.2uM (40 pg/l) solfato di rame, 20@g/l cloruro di ferro, 25 mg/I

solfato d’ammonio. Si effettuano poi raccolte dide a vari tempi.

3.10 Induzione da glucosio

Le cellule vengono cresciute in YP contenente ghiceal 3% come fonte di carbonio
(non fermentabile), fino al raggiungimento delladdogaritmica precoce (OD pari a
0.4-0.5). Una parte della coltura viene raccokanfto 0), quindi al resto viene aggiunto
glucosio al 2% e le cellule vengono lasciate cnesqgeer altri 20 minuti, tempo

necessario per avere la massima induzione deilggaii alla biogenesi del ribosoma
(Wanget al, 2004).

3.11 Primer extension

A 5 pg di RNA si aggiungono 2 pmol di primer marcato giP-ATP (vedi paragrafo
3.6), 1ul di ANTP 10 mM e si porta a & con HO (Sigma); si mette a 65°C per 5
minuti e poi in ghiaccio per 2 minuti. Si aggiungofpl di “first strand buffer” 5X, 1
pl di DDT 0.1 M, 40 U di Superase (Ambion) e 200 isdiperScript Il (Invitrogen);
si mette a 55°C per 1 ora, quindi si inattiva a@@®r 15 minuti. Si precipita il cDNA
con ¥2 V di acetato dammonio 7.5 M e etanolo 100%lla fine il pellet viene
risospeso in 1@l di soluzione denaturante colorata.

Si caricano 5ul di ciascuna reazione (dopo aver denaturato perrtuti) su gel di
acrilammide 7%, 7 M urea, 1X TBE standard; si @@ anche 3 delle reazioni di
sequenziamento (vedi paragrafo 3.11.1) denatukatecorsa si effettua a 30 W per
circa 2 ore e 30 minuti; il gel viene quindi seccatl esposto o/n al Phosphorimager; la

lastra viene quindi scannerizzata.

3.11.1 Sequenziamento

Si utilizza il kit Thermo-Sequenase (GE Healthcagep00 ng di templato plasmidico
si aggiungono 1 pmol di primer marcato,y di “Thermo-Sequenase rxn buffer

concentrated”, 211 di DNA polimerasi e HO (Sigma) fino a 17.%l. Di questo mix si
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prelevano 3.51l e si aggiungono a ciascun ddNTP, quindi si aggimo 5ul 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 4l di soluzione denaturante colorata.

3.12 Isolamento del’lRNA poli A+

E stato utilizzato il kitPolyATract ® mRNA Isolation Systems(Rfomega): 1 mg di
RNA totale, contenuto in 500 di H,O DEPC, viene denaturato per 10 minuti a 65°C,
vengono poi aggiunti Bl di Biotinylated Oligo(dT) Probe 13l di SSC 20X “RNse-
free”, e la soluzione viene quindi incubata a terapga ambiente, fino al
raffreddamento.

Nel frattempo le particelle paramagnetiche a casgociata la streptavidina vengono
risospese nel loro buffer e poi separate dal sant@tgrazie a un magnete, il surnatante
viene rimosso e le particelle sono lavate tre votte 300ul di SSC 0.5X, quindi
risospese in 100l di SSC 0.5X.

La reazione di “annealing” viene aggiunta alle igatte e si tiene in incubazione a
temperatura ambiente per 10 minuti, miscelandoipegrsione; il surnatante viene
rimosso e le particelle sono lavate quattro volte 800pul di SSC 0.1X, infine le
particelle vengono risospese in 1j0l0di H,O DEPC, per eluire 'RNA. L'eluato viene
trasferito in un nuovo tubo e le particelle vengtaate con 15@l di H,O DEPC, che
vengono poi recuperati e aggiunti al precedentatelu.a concentrazione del’RNA
poli A+ viene determinata allo spettrofotometropi¢tamente si ottiene 1'1-5%
del’RNA totale di partenza).
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3.13 Trascrizione in vitro

La reazione avviene in un volume finale di @0 con le seguenti condizioni: 10 mM
Tris/HCI, pH 8, 5 mM MgCJ, 100 mM KCI, 1 mM DDT, glicerolo 8%, 500M ATP,
CTP, GTP, 25uM UTP, 2 uCi di a®*P-UTP, 200 ng di templato, fil di estratto
nucleare (preparato come descritto in Digical, 1993), 10 U di Superase (Ambion).
Si lascia per 20 minuti a temperatura ambientespfarma la reazione mettendo i tubi
in ghiaccio secco. Si estrae aggiungendqi5@ fenolo-cloroformio 1:1, pH 8 e 60l

di H,O (Sigma); si recuperano 88 di surnatante e si passano in tubi contenentid.5
di RNA “carrier”, quindi si precipita con 50 di acetato d’'ammonio 7.5 M ed etanolo
100%. Il pellet ottenuto e risospeso in {ilbdi soluzione denaturante colorata. Il
campione viene denaturato e caricato su gel démniide 6%, 7 M urea; il gel é
successivamente seccato ed esposto al Phosphoriraggindi la lastra viene

scannerizzata.

3.14 Analisi computazionale

Le sequenze codificanti per gli snoRNA 8i cerevisiaesono quelle presenti nel

database SGDwww.yeastgenome.ojgle sequenze codificanti per gli snoRNA nelle

specieS. bayanugo la varianteS. uvaruny S. mikataeS. paradoxusS. kudriavzevii
sono state ricavate mediante ricerca di omologidizzando il programma BLASTN
(Altschul et al, 1997) (le sequenze con valore E>0.1 sono statsiderate poco
significative). Le sequenze a monte dei geni peoRNA nelle cinque specie
considerate sono state ricavate mediante ricercd database NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.goy, avendo a disposizione le sequenze codificanti gie

snoRNA: si sono considerate 400 bp a monte detjaesea codificante se lo ShoORNA
non viene processato in 5’, 600 bp se o snoRNAoegssato (0 se non c’e la certezza
del contrario).

Per l'allineamento delle sequenze é stato utilzdgprogramma ClustalX v 1.81 e gl
allineamenti ottenuti sono stati visualizzati coenéDoc v 2.5.

Le ORF adiacenti ai geni per snoRNA $n cerevisiaesono state classificate in base
alla funzione utilizzando “The MIPS Functional Jdetue Database”
(http://mips.gsf.de/genre/proj/yeast/Search/Catébadialog.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 indgenti in S. cerevisiae piu
studiato é stato il promotore 8INR52 trascritto dalla RNA polimerasi lll e di cui si
parlera nel paragrafo 4.1.1.

Un altro promotore gia analizzato € quello del $6dw” costituito dai genSENR78
SNR77 SNR76 SNR75 SNR74 SNR73 SNR72(Qu et al, 1999): a monte sono stati
individuati, oltre alla TATA box una sequenza “Afith” e due siti di legame per la
proteina Raplp, tutti elementi richiesti per unéicente trascrizione del “cluster”.
Queste sequenze sono state individuate anche a mioalicuni altri geni per snoRNA,
cosi come il sito di legame per Abflp (@ual, 1999).

Nello studio qui presentato si sono scelti quatgeai indipendenti monocistronici per
I'analisi sperimentale delle regioni a monte; irgh@lo € stata effettuata un’analisi
computazionale delle regioni a monte di tutti i igemipendenti, per identificare
regioni conservate, e quindi potenzialmente coi@vohella trascrizione, nei

Saccaromiceti

4.1.1 Analisi computazionale

A partire dalle sequenze codificanti per snoORNASn cerevisiaee stata fatta una
ricerca di omologia all'interno del regno dei fungier identificare le specie in cui i
geni per snoRNA sono maggiormente conservate: lsawazione € evidente in
numerose specie di funghi e in particolare allinte di cinque specie del genere
Saccharomycegdnoltre si pud notare come nessun gene per snoflélétato duplicato
nelle specie considerate. Da questa prima riceyna stati esclusi i geni intronici, in
guanto non saranno presi in considerazione pardeessive analisi. | risultati ottenuti
sono riportati nella Tabella 1, presente in Appeediper altri dettagli sulla ricerca
effettuata si veda il paragrafo 3.14.

Nel caso delle cinque specie di Saccaromiceti cesgmtano maggiore conservazione,
S. cerevisiaeS. bayanus(o la varianteS. uvarun) S. mikatag S. paradoxussS.

kudriavzevij sono state considerate poi le sequenze “upstréamdli paragrafo 3.14);
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le altre specie di funghi presentano una notevolergenza nel caso delle regioni a
monte, per cui non sono state considerate.

Dallallineamento delle sequenze a monte di ogniegéi S. cerevisia€on le sequenze
a monte dei geni ortologhi nelle altre specie e remda conservazione di alcuni
elementi ricorrenti. La TATA box & molto ben consda e quasi sempre presente
(vedi Tabella 4.1); la sequenza consenso, chearaiconfrontando le TATA box i8.
cerevisiag e in accordo con quella presente in Basehbat, 2004 (vedi allineamento
presente in Appendice). A monte della TATA box s@pesso presenti altri due
elementi di sequenza conservati: una € molto sifeila volte uguale) alla sequenza
consenso per Reblp, laltra (ARCCCTaa) é ricondlacitalla sequenza che
recentemente e stata indicata come la sequenzersmper Nrglp (Stanlest al,

2006), ma che puo anche essere ricondotta allaeseguche viene legata da Tbhflp

(figura 4.1).

snRS : AIGCTITTIAARIAT LC"CAAC'ZI”"’"’C”RCCCACHC AC% oo A CAGATARAGCGARRAATITICACAGCGCGCTCCTTGGIGE -56
anR30 IT TIAT C"‘C"CT.‘-\C"CTAC 'EAHCAIC;.CCCCC‘AT‘;."nA-.n‘TC"ACC*"‘AC;.C" -90
anR42 [ 11 -79
snR79 -79
snR13 -76
=nR40 87
anR45 -89
snR78-2nR7 : -96
anR43 93
anr3 ‘-91
anR48 -62
snRE&0 H I E -69
snR32 H CAAA"C"P" T 'CALCGGALCCCAARRAHTCHA ACCAG 73
snRé&4 : RARCAGCATTITARARICA “ACRGARRATAGTTICARARARGGCC AGCRRARARRG -80
snR71 : ATATIGIAAARTACATAGCH 1T 3 Ir “AGIARCIIT ] ICTT C2 -78
=nR41-2nR7 @ ACATTARAACRAGATIAT AhnCnC‘n‘AA ACTCTAGTATG, CleelMy A2 AL AR ACCCTCAGRAGCE CaT C CICGTACGAC 48
anRS0 : CATITIART P?ml CCTJ.F!P?HJ.AC-.J.AH TAGGRIGCGIE o CCTTTITITITITITGGCARC CARCTITICTICT -52
snR47 : AACIGICT T T TN 'PLACHAL'PCPC’PAGA"‘MhsthiG""""CC ATR -
snRE1 CGGGTAGCC

snR56 '!ACCRITGRRATA CG CGIGCGICGCG

snR57-2nRS : T “ACARAIGCTACAGIGACARTCGTATIGTAACGA

snR10 s CCGTITITACAATGCATGAGGTTACCCGCACTIATTIATITIT -
snR11 I CRTTTITTITITCIGARGCAR TACCCGARARGIZ -90
3nR6ES 'iG"hn'IG"CnAth.nC GIGAG TATGCGCECCT -67
anR37 1 -92
anRY I -75

anR190-=nR :

Figura 4.1: allineamento di alcune regioni a monte dei geni p®RNA inS. cerevisiaeche
mostra la conservazione dell’elemento che pud esseondotto alla sequenza consenso per

Nrglp o Tbflp. A destra € riportata la distanzd'elemento dalla TATA box, per ogni gene.

Reblp e una proteina legante il DNA (consenso: CEG&&Go TTACCCG), essenziale
per la vitalita della cellula; questa proteina élicata nella trascrizione della RNA
polimerasi | e della RNA polimerasi Il, nella termazione pol I, nellorganizzazione

della cromatina e, inoltre, puo esercitare unaleggone sia positiva che negativa sul
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proprio gene (Wang and Warner, 1998). E stato amsbstrato un ruolo di Reblp
come fattore che impedisce il propagarsi del “sileg” oltre i telomeri (Foureét al,
2001). Nel caso del consenso e permessa una lemsiilita e I'affinita di legame puo
essere influenzata dai nucleotidi adiacenti.

Nrglp € noto come repressore richiesto per la sspee da glucosio (Paet al,
1999) ed é coinvolto in altri processi quali laswita invasiva e la risposta a pH
alcalini. La sequenza consenso fornita in Rdrkl, 1999 € CCCT, in Harbisoet al,
2004 e GGACCCT, mentre in Stanletyal, 2006 € GCCCTAA: quest’ultima sequenza
e quella che viene ritrovata a monte dei geni pe@RNA nei cinque Saccaromiceti
analizzati.

Tbflp e in grado di legare le ripetizioni TTAGGGTa@AGGG-like presenti nelle
regioni subtelomeriche, dove sono associate adlisisgame per Reblp; inoltre é stato
osservato come Tbflp possa legarsi anche all’iotel® cromosomi, in particolare
nelle regioni intergeniche, cosa che permette dlizpare un ruolo di questa proteina
nel delimitare regioni di espressione sul genontass® ruolo puo essere ipotizzato
anche per Reblp (Koerirgg al, 2000).

Un altro elemento la cui presenza e stata evidenzia questa analisi € RRPE
(ribosomal _RA processing_lement), frequente a monte dei geni coinvolti nella
biogenesi del ribosoma, e il cui consenso € TGAANAJTTT(T/C) (Hugheset al,
2000); Stb3p e stata recentemente individuata essea proteina legante questo
motivo (Liko et al, 2007). La mancanza di questa proteina ha efelfinduzione da
glucosio di molti geni che presentano RRPE a manteanche su geni che sembrano
non avere RRPE: da questo si puo0 ipotizzare chgpStzcia parte di un processo che
coinvolge piu componenti ridondanti. Il motivo RRBENolto meno frequente rispetto
agli altri due individuati a monte dei geni per BINA, e meno conservato; inoltre la
sua posizione & estremamente variabile.

Quando e presente a monte di geni codificanti pateme, RRPE € spesso seguito, ad
una distanza di 6-60 bp, da un altro elemento gliseza, chiamato PAC_(6pymerase

A and _C), per la ricorrenza nei promotori dei geni cocifinti per le subunita delle
RNA polimerasi | e IllI; il consenso e GCGATGAG o CATCGC. La combinazione
RRPE-PAC viene identificata a monteMNR45e SNR19Ced effettivamente in questi

casi e presente in 5 un gene coinvolto nella biesi del ribosoma, trascritto in
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direzione opposta (rispettivame#®OC4 e RPA34. E stato notato come molti geni
coinvolti nella biogenesi del ribosoma (e dei quadilti presentano RRPE e/o PAC nel
promotore) siano adiacenti sul genoma, con orieatdo sia divergente, sia
convergente, sia in tandem (Waateal, 2006).

Entrambi gli elementi sono presenti anche a moatgeneSNR84ma in questo caso il
gene presente a montdL(R1) e piuttosto distante (1560 bp tra la base HildR1e la
prima base codificante per snR84 maturo) e non senalssere coinvolto nella
biogenesi del ribosoma.

In numerosi casi € stata messa in evidenza lamras#i una sequenza poli(A/T) poco
a monte rispetto alla TATA box (si & assunto chiAf) sia una sequenza continua
di almeno sette A o sette T; nella Tabella 4.10li(A/T) e stato considerato solo se la
prima base é distante dalla TATA box non piu dibpy; sequenze di questo tipo sono
state descritte a monte della TATA box di svanggni ed é stato dimostrato come esse
siano necessarie per una efficiente trascriziotr@f{ 1985). Sembra che la particolare
struttura di queste sequenze di DNA (rigide, corsolzo minore schiacciato e con 10
bp per giro, invece di 10.5), chiamate “T-tractsiterferisca con la formazione e la
disposizione dei nucleosomi, anche se sono nathaksempi di “T-tracts” presenti in
regioni organizzate in nucleosomi (Suétral, 2000). Probabilmente, per impedire la
formazione dei nucleosonm vivo sono richieste altre attivita oltre alla presedzan
elemento “T-rich”, come osservato nel caso del gRR&28Ain cui € necessaria la
presenza di un “T-tract” e di un sito di legame pbflp per creare una regione priva
di nucleosomi (Lascarist al, 2000).

Il sito per Raplp, gia noto essere presente a nuinddcuni geni per snoRNA 8.
cerevisiae (Qu et al, 1999) viene ritrovato discretamente conservata ir
Saccaromiceti, mentre il sito per Abflp, ancheitléntificato a monte di geni per
SnoRNA nello stesso studio, non risulta essereszga.

Alcune regioni a monte risultano essere estremampoto conservate nei cinque
genomi confrontati, per esempio nel cas®@iNiR870 di SNR52 quest’ultimo gene é
trascritto dalla polimerasi Ill e le A e B box sonontenute all'interno della regione
trascritta (vedi paragrafo 4.2.1), tuttavia risultan essere conservata neanche la TATA
box presente a monte del gene $ cerevisiae(vedi allineamento presente

nell’Appendice).
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| geni paraloghi SNR17Ae SNR17B codificanti per U3, presentano sequenze
“upstream” notevolmente differenti: nella regionemente di SNR17Ae possibile
riconoscere una TATA box, un motivo RRPE, un mopati(T) (anche se distante 80
bp dalla TATA box), una sequenza AACCCTGA e un pmlessito di legame per
Raplp, mentre nella regione a mont&NIR17Bsi puo identificare solo la TATA box e
un possibile sito di legame per Raplp; la maggateondanza di U3A rispetto a U3B
precedentemente osservata (Hugbtesal, 1987) potrebbe essere spiegata ammettendo
che uno degli elementi presenti a mont&SHiR17Astimoli fortemente la trascrizione
(gli allineamenti sono presenti nell’Appendice).

Molto ben conservata e invece la regione, lunga Wg3traNMEL codificante per
I'RNA MRP, e SNR66(I'allineamento e presente in Appendice). Lo sn@RMR66 e
sintetizzato come precursore, quindi il sito d’inizdella trascrizione diSNR66
dovrebbe essere molto vicino all’estremita 3NIWIEZL in letteratura non e noto che i
due geni facciano parte di una unita dicistroni@ache se, da un esperimento di
“primer extension” presente in Lex al, 2003, sembra che la prima base trascritta di
SNRG66si trovi all’interno diNMEL La Tabella 4.1 riporta gli elementi identificati a
monte delle 56 unita trascrizionali indipendentiSincerevisiae la loro frequenza; le
posizioni sono invece riassunte nella figura 4.2.

La Tabella 2 presente in Appendice riporta in dgitbatutti gli elementi di sequenza

presenti a monte di ciascun gene e conservati woellgue specie di Saccaromiceti

analizzati.
CID (29) H/ACA (27) TOTALE (56)
TATA box 23 22 45
Reblp 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 identificaticate dei geni indipendenti per snoRNA
in S. cerevisiaeSe RRPE ¢ presente due volte a monte dello sgessn in questa tabella € conteggiato

una volta sola.
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-49/-112 from TATA box -11/-52 from TATA box
-25/-74 from TATA|box -59/-140 from TSS

>
TATA box |——i GENE F

Figura 4.2: schema riassuntivo delle posizioni degli elemetintificati. Quando sono presenti
pit motivi nella regione a monte del gene per snARNrdine € quello mostrato in figura; RRPE
non ¢ indicato in quanto la sua posizione & estmnge variabile rispetto alla TATA box e agli
altri elementi. TSS: “transcription start site”.
Dall'allineamento mostrato in Appendice. si puo et come, inS. cerevisiagsia
conservata discretamente anche la sequenza atibsito di inizio; tale sequenza € in
accordo con il consenso A(A-righNYA (A/T)NN(A-rich)e, riportato in precedenza
(Zhang and Dietrich, 2005), ad eccezione della seng (A-richg.
E infine interessante sottolineare che una porziooe trascurabile dei geni che
fiancheggiano i geni per snoRNA € coinvolta nellstesi proteica, ed in particolare

nella biogenesi del ribosoma (vedi Tabella 3 presenAppendice).

4.1.2 Analisi sperimentale: scelta dei geni

Parallelamente all’analisi computazionale e statadotta anche una analisi vivo
delle regioni a monte di alcuni geni per snoRNASincerevisiaeSono stati scelti due
geni per sSnoORNA H/ACA boxSNR31le SNR32 e due geni per snoRNA C/D box
(SNR64e SNR6%. questi geni sono non essenziali e costituisaamita indipendenti
monocistroniche.

Studiando il processamento dell'estremita 5 deghioRNA trascritti in modo
indipendente, e stato possibile notare come gliR8tm H/ACA box siano
prevalentemente non processati (16 su 27; per 6spon stati trovati riferimenti in
letteratura), mentre gli snoRNA C/D box sono netlaggior parte dei casi processati
(24 su 29) (Ghazadt al, 2005; Hileyet al, 2005; Davis and Ares, 2006): i geni sceli

seguono questo criterio.
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4.1.3 Analisi della regione a monte di SNR31

L’allineamento della regione a monte del geBBR31fra i genomi dei cinque
Saccaromiceti € mostrato nella figura 4.3.

Per studiaran vivo la regione “upstream” dBNR31si sono inizialmente preparati
quattro costrutti$NR31 wtSNR31 -220SNR31 -10/SNR31 -Din cui tale regione é
progressivamente deleta. | costrutti sono stagfdranati nel ceppo YS669, deleto per il
geneSNR31(Balakin et al., 1993), quindi I'espressione dR8d e stata analizzata
mediante Northern blot (figura 4.4 B): si ossemdrascrizione dei costrutBNR31 wt
e SNR31 -220mentre i mutanti che presentano una delezione imi@yg monte del
gene non vengono trascritti (nonostante la presdelia TATA box e di un elemento
conservato con sequenza uguale al sito di legariéfdp, nel costrutt®&NR31 -10)
Per quanto riguarda i mutanti trascritti si pu@oistrare un aumento della trascrizione
per SNR31 -220@ispetto al wt: nella regione deleta e presengeieSNR5che viene
trascritto nel senso opposto rispett8MR31(figura 4.4 A); si puo ipotizzare che tra i
due geni ci sia “competizione” per la trascrizionella situazione wt e che
'eliminazione della sola sequenza codificante gaR5 provochi una maggiore
efficienza di trascrizione di snR31.

Dall’analisi computazionale risulta che nella reggocompresa tra 107 e 220 bp a
monte del gene e situato, oltre alla TATA boxS#HR5 un elemento RRPE, per cui Si
sono preparati due ulteriori costrutti in cui lgione “upstream” comprende I'elemento
RRPE e cio che si trova a valle: in un caso RRREegro (costruttcSNR31 -12)%}
nell’altro si sono introdotte mutazioni per distgege RRPE (costruttS8NR31 RRPE
down). Mediante Northern blot & possibile osservare leh&ascrizione avviene nel
caso diSNR31 -124mentre é drasticamente ridotta nel cas®&NR31 RRPE down
cosa che permette di affermare che la presenzaR#iEReé fondamentale per una
efficiente trascrizione dBNR31 la quale invece non e influenzata dalla TATA labx
SNR5

Si puo rilevare come il motivo RRPE sia richiester g’espressione dSNR31
nonostante tra RRPE e il gene sia presente unhilessito di legame per Tbflp, per
cui € noto un ruolo nella formazione di regioni geriche con funzione di “insulator”
(Fourelet al, 2001). E possibile che RRPE sia coinvolto anobléartrascrizione di

SNR5 (la sequenza pu0 essere considerata palindromgcd)eliminazione di
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guest’ultimo gene potrebbe rendere RRPE disponilakelusivamente per la
trascrizione diSNR31 spiegando cosi I'aumento di trascrizione chesseova nel caso
del mutanteSNR31 -220
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Figura 4.3: allineamento delle regioni a monte $INR31in cinque specie di Saccaromiceti; gli
elementi conservati sono evidenziati con colorifedénti: in rosso la TATA box, in verde

I'ipotetico sito di legame per Tbflp, in azzurro RRe in arancione la TATA box 8NR5
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A

Y\I'IIGAAGTGAAGATATGTACACCTAGAG CGAACCAATGATAATTTGTTATCAAG
AAAAACCATTAAAACTGGATTAGATTTCAATAATGAAAAGCTAGGANBAAAT
GGTCTACTTCCAGCCATTTGCGCTTTATATAGACATATGGAGGCEATTARNGC
ATG GTAATCCGGAAGATCAGTTTATTGAAZ(I%(%A'ITTCTTATCCTGAAGGATCCTG
CAAATGAAGTAAGTTCAAAGAATTGAAATGAAATCIGCETACCCTCGCCGCACC
AAGGAGCGCG-ClJﬁ'AE{‘BRPEd CGCT'i'l'lg\ZI'CTCT TAGGGTCCTACTGTCGGTAGA
GAAAAGTTGAGRTATTTAAAGGCATGAGGTAACTTTTCTGCCCATTTTTACTTCTATT

-9
TCCATTTGAATTAGAAAAGT

B

SNR31

- o)

pFL45S " wt -220 -124 RRPEd -107 -9

—_-—-FMH--—H_FUB

- ' “ . <— snR31

1 2.81 2.14 0.32

Figura 4.4: A: la regione a monte dsNR31in S. cerevisiaeSono riportati i costrutti analizzati (la
prima base di ciascuno € in arancione); la sequsottalineata corrisponde3NR5 la TATA box di
SNR31il motivo RRPE, la sequenza uguale al sito datag per Thflp e la TATA box @NR5sono
evidenziati (stessi colori utilizzati nella figu#a3); le mutazioni introdotte per ottene3&lR31 RRPE
down sono riportate al di sotto di RRPE. Bnalisi della trascrizione dNR31nei diversi costrutti
mediante Northern blot; i nomi dei costrutti somportati al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide
vuoto). U3 é stato utilizzato come controllo. Leaqgtificazioni sono riportate al di sotto di ciasaun

corsia; il valore ottenuto per il wt & stato fissabme pari a 1.

4.1.4 Analisi della regione a monte di SNR32

L’allineamento delle 400 bp a monte $INR32nelle cinque specie di Saccaromiceti e
mostrato nella figura 4.5.

Anche nel caso dbNR32si sono inizialmente preparati quattro costrudliNR32 wt
SNR32 -224SNR32 -100SNR32 -¥, successivamente trasformati nel ceppo YS670
deleto pelSNR32(Balakin et al., 1993). Dall’analisi Northern bidigura 4.6 B) risulta

un’efficiente trascrizione dei primi due costrutthentre non si osserva trascrizione
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negli altri due casi (malgrado la presenza delldAAox nel mutanteSNR32 -10D
Nella regione tra 100 e 224 bp a monte del gen® gwasenti un elemento molto
simile al sito di legame per Reblp (-38 bp dallaTRAbox) e un elemento
AGCCCTAC (-71 bp dalla TATA box) (figura 4.6 A); saun ulteriore costrutto viene
eliminato il sito piu distante dal gene (costrUBNR32 -148 la trascrizione € ancora
presente a livelli paragonabili agli altri casijrifli I'ipotetico sito di legame per Nrglp
(GCCCTAC) non sembra influire sulla trascrizionegiesto punto si preparano altri
due mutanti che escludono tutta la porzione a mospetto al sito per Reblp: questo
elemento € mantenuto in un caSINR32 -12fe mutato nell’altro $NR32 Reb down

in entrambi i casi € ancora presente la trascrizi#l gene. L’attenzione viene quindi
posta a una sequenza poliA presente subito adelllsito per Reblp e conservata tra i
Saccaromiceti (figure 4.6 A e 4.5). Per verificamre eventuale coinvolgimento delle
sequenza poliA nella trascrizione 8NR32vengono preparati due ulteriori mutanti, i
guali presentano sempre 127 bp a monte del genesana entrambi privi della
sequenza poliA, in combinazione con la sequenz&pbip wt (costrutt&NR32 poliA
down) o mutata (costruttdcSNR32 Reb down-poliA doynin entrambi i casi la
trascrizione € abolita, per cui si pudo concluddre ta sequenza poliA ha un ruolo
fondamentale nella trascrizione 8NR32 mentre il sito di legame per Reblp non é
richiesto per la trascrizione (figura 4.6 B). FoReb1p € coinvolto nell'organizzazione
del genoma in domini indipendenti di espressiong@age € noto come questa proteina,
cosi come Tbflp, sia responsabile della funzion&diulator” osservata per alcuni

promotori (Fourekt al, 2001).
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Figura 4.5: allineamento delle regioni a monte $INR32in cinque specie di Saccaromiceti; gli
elementi conservati sono evidenziati con coloffiedénti: in rosso la TATA box, in blu la sequenza

poli(A), in viola il sito di legame per Reblp erisa I'ipotetico sito di legame per Nrglp.

A

V\(,:tCTATCCATACCCGTTTCTAGACGTGAACGAGCCGTACAAGTCGA'II'BNTIKJ'IT
TGTTGCTACTATTACGTGGGCTTATTATGTATTTTATCAAAAGTTTEBAGETAC
ATCAAGAAGTCGGCAAAGAAAGGTGATAAGAATTAGCATTACTACGNATGATIA
T'I-'%'ZRAGCTCTTTGTATGTAAAGTGAGCAAATCTCAAATTTTGCTACTTAIANTI'CT
TTCGTGCT@CCCTAQACGEAACCCAAAAAATCAATCAECGISGTAQCGGBAAAA
AAAAABTG'RGGAACCGCA'GTAAAAKETCGAAGGTTTGTATTAATTTTCCACACC
TCTTTAGTTTTGTTATAATCAAATTCCI TTTGGTTTT IGTT'IND(-)Q(JGGCC
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Figura 4.6: A: la regione a monte dsNR32in S. cerevisiaeSono riportati i costrutti analizzati (la
prima base di ciascuno € in arancione); la TATA,d@®emento GCCCTAC, il sito di legame per
Rebl (AGGGTAA) e la sequenza poli(A) sono evideti{stessi colori utilizzati nella figura 4.5); le
mutazioni introdotte per otteneBNR32 Reb dowSNR32 poliA dowe SNR32 Reb down-poliA down
sono riportate al di sotto della sequenza; pertquaganti la prima base € la stess&&H8iR32 -127B:
analisi della trascrizione @NR32nei diversi costrutti mediante Northern blot; nmialei costrutti sono
riportati al di sopra delle corsie (pFL45S: plaseniclioto). U3 & stato utilizzato come controllo. Le
quantificazioni sono riportate al di sotto di ciasa corsia; il valore ottenuto per il wt & stateséito

come paria 1.

4.1.5 Analisi della regione a monte di SNR64

L’allineamento delle regioni a monte 8NR64nelle cinque specie di Saccaromiceti e
mostrato nella figura 4.8.

L’analisi della regione “upstream” @NR64e complicata dal fatto che lo snoRNA é
sintetizzato in forma di precursore e il sito dioi della trascrizione non € stato
definito in modo preciso. Inizialmente si e decioconsiderare 516 bp a monte
rispetto alla prima base del trascritto maturo greare il costrutt&SNR64 wtin piu
sono stati preparati altri tre costrutti progreasiente deleti, i quali sono stati
trasformati nel ceppo YM4585, deleto BR64(Lowe and Eddy, 1999).
Successivamente é stata effettuata una “primemnsicte” (figura 4.7) per cercare di
identificare il sito d’inizio della trascrizionm vivo. dopo tale analisi tuttavia rimane
ancora un’ incertezza tra tre basi (A -164, A -163,162 rispetto alla prima base dello
snoRNA maturo). Nella denominazione dei mutantekbandefinizione della posizione
degli elementi conservati, per convenzione assummane base +1 la A -164; lo stesso
criterio & stato utilizzato nell’allineamento madtr nella figura4.8. Dall’analisi di
omologia risulta che il sito di inizio & situato ima regione, presente solo $
cerevisiagin cui si ripete la sequenza AAG. L'RNA su custata eseguita la “primer
extension” é stato estratto dal ceppald xrnld ratl-1 (Danin-Kreiselmanet al,
2003), in cui i precursori degli snoRNA sono piaksli, a causa del sistema di
processamento difettivo.

| costrutti quindi sonGNR64 -231SNR64 -89SNR64 +27 mentre il wt comprende
352 bp a monte del gene. Dal Northern blot (fighi&B) risulta che il mutant8NR64

-231 é trascritto in modo meno efficiente rispetto almentreSNR64 -8% trascritto
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piu efficientemente; peiSNR64 +27c’e¢ un crollo della trascrizione, dato non
sorprendente dal momento che in tale costrutt@t® sliminato anche il sito d'inizio;
negli altri casi € sempre presente una TATA boX@ bp, mentre irBENR64 -231e
presente anche un motivo AGCCCTAA a -80 bp dalla@AAox, la cui eliminazione
ha un debole effetto positivo sulla trascrizioner ferificare che effettivamente non ci
sono sequenze a monte della TATA box che agiscontecattivatori trascrizionali,
viene preparato un altro mutan®&\R64 -66in cui € presente solo la TATA box e la
regione a valle: in effetti la trascrizione del geavviene ad alti livelli anche in questo
caso. In questo mutante e stato eliminato un sitig4), precedentemente identificato
(Qu et al, 1999) per il quale quindi pud essere escluso uolorrilevante nella
trascrizione. Il lieve aumento della trascriziorse PNR64 -8Potrebbe essere spiegato
dall’eliminazione di siti di legame per repressdarse dall’eliminazione proprio del
motivo AGCCCTAA,; il calo della trascrizione ossetwgper SNR64 -231potrebbe
essere spiegato dalla eliminazione di uno o piudsiltegame per attivatori, la cui
presenza non emerge dall’analisi di omologia. Uo snperfetto per il repressore

Skolp e presente a monte del gene ma e esclusibi incostrutti preparati.

X
Qib
TGCA ©
N
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H L
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Figura 4.7: determinazione della prima
base trascritta perSNR64 mediante

primer extension.
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Figura 4.8: allineamento delle regioni a monte 8NR64in cinque specie di Saccaromiceti; gli

elementi conservati sono evidenziati con coloredénti: in rosso la TATA box, in blu la sequenza

poli(A) e in rosa l'ipotetico sito di legame perddp.
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Figura 4.9: A: la regione a monte ddNR64 Sono riportati i costrutti analizzati (la primade di
ciascuno € in arancione), ad eccezion€MR64 +27la TATA box, il putativo sito di legame per
Nrglp e la sequenza poli(A) sono evidenziati ($tesiori utilizzati nella figura 4.8). Banalisi della
trascrizione diSNR64nei diversi costrutti mediante Northern blot; inmodei costrutti sono riportati
al di sopra delle corsie (pFL45S: plasmide vuotdR €& stato utilizzato come controllo. Le
quantificazioni sono riportate al di sotto di ciasa corsia; il valore ottenuto per il wt & statséto

come paria:

4.1.6 Analisi della regione a monte di  SNR65

L’allineamento delle regioni a monte 8NR65nelle cinque specie di Saccaromiceti e
mostrato nella figura 4.11 (il sito d’'inizio delteascrizione e stato definito mediante
“primer extension”, come indicato di seguito).

Anche snR65 é sintetizzato come precursore e dnaligesto caso non € stato definito
il sito d’inizio della trascrizione, quindi si sormonsiderate, per il costrut®NRG5 wt
529 bp a monte della sequenza codificante e sucagsnte si sono preparati tre
costrutti progressivamente deleti, i quali sondi dtasformati nel ceppo YM4585,
deleto pelSNR65Lowe and Eddy, 1999).

In seqguito si e fatta una “primer extension” percaee di stabilire il sito d’inizio di
SNR65figura 4.10): come peBNR64resta un’incertezza tra tre basi (A -117, A -116,
T -115 rispetto al trascritto maturo). Per convengiassumo A -117 come base +1 e in
base a questo i costrutti risultano essere definitneSNR65 -219SNR6E5 -98SNR65
+7, mentreSNR65 wicomprende 412 bp a monte del gene. Dal Northeash(byura
4.11 B) risulta che la trascrizione nel costrUBNR65 -21% piu efficiente che nel
costrutto wt: forse viene rimosso un sito di leggmee un repressore, anche se non e
nota la presenza di tali siti a monteSNR65 Procedendo con le delezioni si osserva,
per il costruttdcSNR65 -98un livello di trascrizione simile al wt; in tat®strutto e stato
eliminato il motivo AACCCTAA (-67 bp rispetto all@ATA box), che quindi, in
questo caso, sembrerebbe avere un ruolo nell’aitima della trascrizione. Per
verificare che non ci siano elementi richiesti fgetrascrizione a monte della TATA
box, viene preparato un costrutto aggiuntSblR65 -59in cui é deleta tutta la regione
a monte della TATA box: la trascrizione € ancoreaganabile al costruttSNR65 -98

e al wt, quindi sembra che la presenza della sAlBATbox sia sufficiente per garantire

una apprezzabile trascrizioneSWNR65
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Un sito di legame per Abflp é stato precedentemidetgtificato a monte della TATA
box (Quet al, 1999) ma questo sito non € stato evidenziataadadistra analisi di
omologia (inoltre non viene riportato tra i sitildgame per proteine a monteSNR65
nel database SGD); nello stesso studio viene iiteata anche una sequenza poli(A)
che é chiaramente riconoscibile a monte della TAB&x (figura 4.5 B) inS.
cerevisiag ma che risulta conservata solo in alcuni degli 8laccaromiceti considerati
e inoltre non sembra essere coinvolta nella trasoe (la sua eliminazione nel
mutanteSNR65 -5%0n provoca cambiamenti nei livelli di espress)one

Dall’analisi dei due geni per snoRNA C/D box semémaergere che solo la TATA box
e richiesta per la trascrizione; non si puo eschudie presenza di motivi di sequenza
importanti a valle della TATA box, ma €& anche pb#si ipotizzare, per questi
snoRNA, un legame tra il sistema di trascrizionéapparato di processamento dello
snoRNA, e quindi un controllo a livello post-tragmnale piuttosto che un controllo
della trascrizione.

Non si puo escludere che gli elementi di sequeteatificati possano essere importanti
per la trascrizione in condizioni di crescita diffeti da quelle saggiate negli

esperimenti precedentemente riportati.
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. .

i

Figura 4.10: determinazione della prima
base trascritta perSNR65 mediante

primer extension.

40

S.cerevisi caE : 85
S.paradoxu CIAT : 86
S.mikatae TC : 102
S.kudriavz CT% : 96
S.bayanus RAGe : 98
at Ta aG aT aT TtCT ctac t t T tIT c
200 &1
S.cerevisi : AC A d —CT:TCD g : 187
S.paradoxu : | SAT Hv=dT - 189
S.mikatae : S TIEAT : 204
S.kudriavz : C | 2’195
S.bayanus : CCACEA T 3 EC tﬂ - GCGC EnncHElG ¢ 201
cctahk gaat aTat Acac GA tgCta a Tt tha BA aaa GecTgg & tcA gt g g B
S.cerevisi : 278
S.paradoxu 1 277
S.mikatae 1 294
S.kudriavz 1 283
S.bayanus 304
S.cerevisi 1 347
S.paradoxu s 370
S.mikatae T 3N
S.kudriavz : 363
S.bayanus : 381

S.cerevisi
S.paradoxu
S.mikatae
S.kudriavz
S.bayanus

Figura 4.11: allineamento delle regioni a monte SINR65in cinque specie di Saccaromiceti; gli elementi
conservati sono evidenziati con colori differemirosso la TATA box, in blu la sequenza poli(Anerosa

I'ipotetico sito di legame per Nrglp.
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A

VKTAATCATATACAAATATCACCTGTAATATATAAGAATATATGAGCTZR'ITI—Z(ATTC
TACCGCCTGATTTAGTTGTTTTCACTCTTCAAAACTAAATTCAGTAGAEBGTGGA
GGTGCTAGTACTCTGTAAATGAAAGTAAACGCTGGTATTCATGTAGNMICIAKSAC
TGTGAATGCG'I:%&TGAAACATGATAGCCGCCTGTAAAATATTGTTATCAATAAGTAGA
CCGGCTTACACGAATAGGATTCGCTTTATTCTTTACTCCCOATTCRPAGCAATGT
TCAAAATAGTGT&G?%\TTATTTTATGCGCGCCTCC'WM\AAAAA]KTTACA?%ATATAA
CATAGGTGGAAAAACTTCCCTCCGATGTCTAATAAGTTAATCAATAGAATG

B

SNR65
r N\
pFL45S  wt -219 -08 -59 +7
S N e e s < U3
""L “ e i 4— snR65
- 1 1.38 1.03 0.86 -

Figura 4.12: A: la regione a monte BNR65 Sono riportati i costrutti analizzati (la prima
base di ciascuno € in arancione), ad eccezioBAEG65 +7 la TATA box, il putativo sito
di legame per Nrglp e la sequenza poli(A) sonoemddhti (stessi colori utilizzati nella
figura 4.11). B:analisi della trascrizione @NR65nei diversi costrutti mediante Northern
blot; i nomi dei costrutti sono riportati al di gapdelle corsie (pFL45S: plasmide vuoto).
U3 e stato utilizzato come controllo. Le quantifimmi sono riportate al di sotto di

ciascuna corsia; il valore ottenuto per il wt ésfissato come pari a

4.1.7 Legame di proteine a monte dei geni per snoRN A

Mediante ChIP si é verificato il legame di alcumetpine nella regione “upstream” dei
geni per snoRNA. Le proteine inizialmente preseegame sono Reblp, Raplp e
Hmolp: quest’ultima € stata presa in considerazianguanto in precedenti studi e
stata trovata legata a monte di geni per protebwsomiali e lungo il gene per I'TRNA
(Hall et al, 2006); il legame ai promotori per proteine ribmsali dipende dalla
presenza di Raplp e in misura minore, di Fhllp.régioni “upstream” prese in
considerazione sono quelleSINR32SNR42 SNR45 nelle ultime due il consenso per

Reblp é perfetto mentre nel casoS#NR32e presente un “mismatch” GGGTAA).
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Gli allineamenti per le regioni a monte @NR42 e SNR45 sono riportati
nell’Appendice.

Nelle condizioni dell’'esperimento, per Reblp sieste un arricchimento di 5-7 volte
rispetto alla regione di controllo (in cui € posiglcomunque ritrovare una sequenza
AGGGTAA), mentre I'arricchimento per Raplp € sol@d/olte nel caso della regione
a monte diSNR42(nella quale non & stato pero individuato il siioleyjame per
Raplp); il segnale nel caso di Hmolp non si discdsl “background” in tutti i casi
(figura 4.13).

P Input
[ S Sy o'\/\ [ P 5 S o"/\
O Qg& & E » QgrQ &

-

W S b we <— SNR42 promoter
2.06 5.87 114

IP Input
é@q & o x\“\ooeg&qe@ & %“\0\)
S G a S «— SNR32 promoter
093 556 150
IP Input

> S >

27 & & AP

O N o o o o
el

- W e S i ¢ SNR4S5 promoter

1.93 7.09 -1.27

Figura 4.13: saggi di ChIP per la verifica del legame delle gire¢ Raplp, Reblp e Hmolp alle
regioni a monte dei geliNR42 SNR32e SNR45 Come controllo intergenico interno si & scelta un
regione compresa tra i geRST2e MRH1 (cromosoma 1V); la banda corrispondente all’ampiie
della regione di controllo & indicata con un ast®i La quantificazione & espressa come
arricchimento rispetto al “background” ed € riptotaal di sotto delle corsie. IP: cromatina

immunoprecipitata, Input: cromatina non immunoppéata.
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Successivamente si sono considerate Nrglp e TlafJpima potrebbe legare il motivo
GCCCTAA mentre la seconda lega il complementareertito TTAGGG: nelle
condizioni in cui e stata condotta la ChIP sembra blrglp non leghi la regione a
monte dei geni analizzati in modo specifico, inmoanon si ottiene un arricchimento
rispetto alla regione di controllo, mentre si atgeun arricchimento di poco superiore a

2 per Tbflp. Nella figura 4.14 é riportato uno dsiltati di questi saggi di ChlIP.

IP Input

4 S AY 4 S N\
B R AR @ RN
® e O

m <4— SNR45 promoter

Figura 4.14: saggio di ChIP per la verifica del legame delletgiree Nrglp e Thflp alla

0,80 2,18

regione a monte del ger@NR45 La banda ottenuta per il controllo intergenicteino &
indicata con un asterisco. La quantificazione éastieterminata come nella figura 4.13. IP:

cromatina immunoprecipitata, Input: cromatina nmmiunoprecipitata.

Anche il legame di Stb3p ai promotori contenentiFERé stato saggiato in varie
condizioni: nel caso di crescita delle cellule @nréno contenente glucosio, in terreno
contenente glicerolo e in terreno contenente gliceaddizionato successivamente con
glucosio. E stato osservato infatti di recente thenancanza di Stb3p provoca la
mancata induzione da glucosio di una larga pariegelei che presentano il motivo
RRPE (Likoet al, 2007) quindi e ipotizzabile che la proteina gjhiesolo quando il
glucosio viene aggiunto ad una coltura conteneltte #onti di carbonio. La raccolta
dopo l'aggiunta di glucosio viene effettuata doforinuti in quanto é stato osservato
che a questo tempo si ha la massima induzioneafeiapinvolti nella biogenesi del
ribosoma (Wanget al, 2004). In nessuna condizione si nota un arricehim (figura
4.15), sia a monte @NR31sia a monte dBNR45
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P Input
_s o & o
eo\' O\* ~\Qo xo\ eo\ CQ\A ~\QO xo\

o b ik -
i H ““ <4— SNR31 promoter

144 0,78 063

Ip Input
r %Q \?f 'b% N\
S L s Lo

“‘ “ <4— SNR45 promoter

0,93 0,16 0,68
Figura 4.15: saggio di ChIP per la verifica del legame dellat@ira Stb3p alle regioni a monte
dei geniSNR45 SNR31 La banda ottenuta per il controllo intergenicteino € indicata con un
asterisco. La quantificazione € stata determinaieec nella figura 4.13. IP: cromatina
immunoprecipitata; Input: cromatina non immunoppéata; Gly: cellule cresciute in YP+3%
glicerolo; YPD: cellule cresciute in YPD; +Glu: kéé cresciute in YP+3% glicerolo

addizionato con 2% glucosio e raccolte dopo 20 thinu

4.1.8 Espressione degli snoRNA in particolari condi  zioni di crescita

Non sono attualmente conosciute delle condiziorgrdscita in cui la trascrizione dei
geni per snoRNA risulti attivata oppure represa#tavia si possono individuare delle
condizioni in cui si osserva la repressione detksdrizione dei geni ospiti degli
snoRNA intronici. Spesso negli stessi casi risutegpressi anche i geni per le proteine
delle snoRNP (Gasddt al, 2000).

Una marcata repressione dei geni citati soprassrea durante la fase stazionaria, per
cui I'espressione di uno snoRNA, snR65, viene stiadnediante Northern blot, al fine
di verificare se anche gli SnoRNA subiscono unaaggione nella stessa condizione di
crescita: i livelli di snoRNA maturo sembrano aumae@ leggermente al
raggiungimento della fase stazionaria (figura 4.16aumento dell'intensita della
banda di snR65 che si osserva per gli ultimi tnepiedell’esperimento potrebbe essere
dovuto al caricamento della stessa quantita di RiN#li su gel: poiché in fase

stazionaria si ha un forte calo degli rRNA (Dammaeh al, 1993), i quali
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rappresentano I'80% dellRNA presente in una call(Warner, 1999), si tende a
caricare una maggiore quantita degli altri RNA, pEggiungere la stessa quantita di
RNA totali.

Oh 2h 4h 6h 24h 2d 3d 4d 7d 14d

T S AT M by S wes ey  <— SNR65
1 053 074 093 09 052 0,38 1,41 166 0,90

Figura 4.16: analisi dell’espressione dello snoRNA snR65 in fstsgionaria; i tempi a cui € stata

effettata ciascuna raccolta sono riportati al giraadi ciascuna corsia. L'asterisco indica 'rRNA

5S. Le quantificazioni sono riportate al di sottccidiscuna corsia; il valore ottenuto al tempo 0 &

stato fissato come pari a 1.
Anche in carenza d’'azoto si ha repressione dei gati in precedenza: analizzando la
trascrizione diSNR65si osserva un aumento dell'intensita della baridatdresse per
gli ultimi due tempi dell’esperimento: probabilmenin queste condizioni si ha un
aumento della trascrizione di snR65. In precedemtiri (Basehoaet al, 2004) e stato
notato che i geni di lievito che presentano una AADx nella regione del promotore
tendono a essere indotti in condizioni di stress.sb analizza un gene intronico
(SNR23, invece, sembra che non si abbiano variazionianglantita di snoRNA,
neanche dopo 3 o0 4 giorni in carenza d'azoto (8gdrl7); SNR24e contenuto
nell'introne di ASC1 la cui trascrizione € repressa in carenza d’agGtaschet al,
2000). E necessario comunque ricordare che, demtovie cellule di azoto, i livelli di
trascrizione da parte delle RNA polimerasi | ediminuiscono (Clarkeet al, 1996;
Oliver and McLaughlin, 1977), anche se, a diffeeedel precedente esperimento, non
ci sono state grosse variazioni nella quantita NiARtotale estratto dai campioni

raccolti ai differenti tempi.
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Oh 2h 4h 6h 24h 2d 3d 4d

*
- ry < SnR65
1 1,72 159 097 116 213 605 692
oh  2h 4h  6h  24h 2d 3d 4d
" *
L «—u24

1 1,07 1,05 0,69 1,14 136 129 1,83

Figura 4.17: analisi dell'espressione dello snoRNA snR65 (pdorialalto) e dello snoRNA U24
(pannello in basso) in carenza di azoto; i tempuiicgé stata effettata ciascuna raccolta sono agiort
al di sopra di ciascuna corsia. L'asterisco indid@NA 5S. Le quantificazioni sono riportate al di

sotto di ogni corsia; il valore ottenuto al tempé 6tato fissato come pari a 1.

E stata anche presa in considerazione I'aggiungdudosio ad una coltura contenente
glicerolo come fonte di carbonio (non fermentabiie)seguito all'aggiunta di glucosio
e stata precedentemente osservata I'induzionendiape presentano il motivo RRPE.
Tuttavia la trascrizione del gel®NR31non sembra variare dopo I'aggiunta di glucosio

al terreno (figura 4.18).

Figura 4.18: analisi dell’espressione dello
+Glu

— snoRNA snR31 in seguito all’aggiunta di
Gly 20m 1h

glucosio alla coltura; snR65 é stato utilizzato

<+— snR3l come controllo. Le quantificazioni sono
riportate al di sotto di ogni corsia; il valore
<«— SnR65 N . .
ottenuto al tempo O € stato fissato come pari a
1 075 0.79 1.
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4.2 Maturazione dello snoRNA snR52

4.2.1 Il gene SNR52

Il gene SNR52¢ l'unico gene per snoRNA trascritto dalla RNAipwrasi Il finora
identificato inS. cerevisiadHarismendyet al, 2003; Mogtaderi and Struhl, 2003). II
promotore é costituito da una A e una B box, posiie nella sequenza “leader” dello
SnoRNA, e da una TATA box localizzata a monte dael di inizio della trascrizione
(Harismendyet al, 2003). La distanza tra le due box (86 bp) € raieente piu ampia
di quella osservata per i tRNA di lievito e traeegspresente una sequenza costituita da
sei T: solitamente una ripetizione di questo tipoziona come un forte terminatore per
la RNA polimerasi Ill in lievito, mentre nel contesdi SNR52agisce come un
terminatore debole; tuttavia questo elemento eeptesanche in altri Saccaromicedi. (
paradoxuse S. mikatag cosa che permette di ipotizzare un ruolo nglfessione di
SNR52Bragliaet al, 2005).

Sia la A che la B box sono richieste per la trasone del genén vivo mentre sembra
che la B box non sia indispensabile per la tragorezin vitro (Guffanti et al, 2006).
Mediante analisi “DNase footprinting” si € osseavdda protezione dalla digestione
della B box, ma non della A box, da parte di TFiIlfliesto & probabilmente dovuto
alla considerevole distanza tra le due box; mutazella B box provocano la perdita
della protezione, mentre mutazioni nella A box eawasuna riduzione della protezione
della B box: questo permette di ipotizzare chealtiivazione della trascrizione causata
da mutazioni nella A box non sia dovuta da unaazigle del reclutamento di TFIIC,
mentre mutazioni nella B box permettono la formaeidel complesso TFIIC-TFIIIB
e il successivo reclutamento della RNA polimerdisirl vitro, nonostante la stabilita
del complesso sia molto ridotta rispetto al wt (@nfi et al, 2006).

Mutazioni nella TATA box e in una sequenza “T righesente poche basi a monte
della TATA box non hanno ripercussioni sulla tr&@one, mentre si osserva una
riduzione se viene rimossa la regione a monte eleggsia in un contesto in cui il gene
SNR52¢ “wild type”, sia nel caso in cui la B box e miat@ rimossa: questo indica che
la A box costituisce un elemento del promotore phe dirigere la trascrizione della
RNA polimerasi Illl in modo autonomo; la riduzionelld trascrizione nel caso della

rimozione della regione a monte SINR52puo essere dovuta alla sequenza plasmidica
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che viene a trovarsi a fianco del gene, oppureangfione rimossa sono presenti
elementi attivatori differenti dalla TATA box e tlalsequenza “T rich”(Guffantt al,
2006).

L’organizzazione del gene e rappresentata nelladig.19.

CTTTGAAAAGATAATGTATGATTATGCTTTCACTCATATTTATACAGABATATT
TCTTTCGAG ATATACAAGGTGATTACATGTACGTTTGAAGTACAAE;IETI' TTGTA
GTGCCCTCI GEECTAGCGEETAAAGCCTGCGCATTTTTCACACCCTACAATGTTCTGTTC
AAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGGTGCGCATGEITCGA
ACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATGRATTIATGATGAATGACATTAGCGI GAACAATC
TCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATTAGAAAAACTTATGTTGCCTTCCTTCTGAAA
TTTATTTTTTGTCACTATTGTTATGTAAAATGCCACCTCTGACAGTATGGAACGC

TTTCTTT: T rich

TATATA: TATA box

A: sito d'inizio
TTGGGECTAGCGGTAAAGG: A box
TTTTTT: T box

CGTTCGAAAC: B box

TTTTTT: terminatore

Figura 4.19: il gene SNR52e la sua regione a monte. Sono evidenziati gli efgimegati alla
trascrizione (A box, B box, sito d'inizio, termimae) o comunque analizzati in Guffaetial, 2006
(T rich, TATA box, T box). La sequenza codificarer lo snoRNA maturo €& sottolineata e in

grassetto.

4.2.2 Ruolo della C box e della D box nella biosint  esi di shR52

Lo snoRNA C/D box snR52 viene trascritto come preore lungo 250 nt da cui viene

poi rimossa la sequenza in 5’ per dare origineaaicritto maturo di 92 nt.

Come gia ricordato nel paragrafo 1.3, le box C soo coinvolte nella maturazione
degli snoRNA trascritti dalla RNA polimerasi II: amparte del mio lavoro di tesi e stata
dedicata all’analisi, mediante mutagenesi sitoiigac del ruolo delle box C e D nella

maturazione di snR52, la cui trascrizione avviedeopera di un sistema differente,

guello della RNA polimerasi lll. Inoltre, si ha upaecisa terminazione dei trascritti e
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guesto dovrebbe facilitare lo studio della matwaeidell’estremita 5’ dello SnoORNA,
in quanto le eventuali variazioni osservate nellaghezza e nella quantita del’lRNA
dovrebbero, in questo contesto, essere ascrivéisitiiusivamente ad un differente

processamento dell’estremita 5’ del’RNA.

AGATTTTGTAGTGCCCTCTTGGGCTAGCGGTAAAGGTGCGCATTACOTHI A
GTTCTGTTCAAAAGATTTTGGTCAAACGCTGTAGAAGTGAAAGTTGASTGIG C

CGTTCGAAACTTCTCCGCAGTGAAAGATAAATIAATAT GATGAATGACATTAGCGT
cC cC
AACAATCTCTGATACAAAATCGAAAGATTTTAGGATT| AGAAAAACTTATGITGCCTTCC

T AA

cC

TGATGA:C box

GCGTGAACAATC: regione complementare allrTRNA 25S

TGITGCCTTCCTT: regione complementare all'TRNA 18S
:D box

Figura 4.20: il gene SNR52 La sequenza codificante per lo snoRNA maturo toldreata e in
grassetto; le mutazioni introdotte per ottenerestrittiSNR52 Cdowe SNR52 Ddowrsono riportate
al di sotto delle box. La porzione che é statatdgber ottenere il costrut®NR52 D-lesg separata da

una barretta verticale.

Introducendo mutazioni puntiformi nella box C (caio SNR52 Cdownoppure nella
box D (costruttoSNR52 Ddown si osserva una forte riduzione dei livelli dello
snoRNA,; la riduzione & maggiore per lo snoORNA matispetto al precursore, per cui
il precursore, che rappresenta circa il 3% dellantjta totale di snR52 nel caso del
costrutto contenent8NR52wt, diventa praticamente la sola forma presentpir@
4.21).

Le mutazioni introdotte non influenzano i livelli wlascrizione, come dimostrato da un
saggio di trascrizionm vitro (figura 4.22), quindi si puo affermare che la dune dei
livelli dello snoRNA, sia in forma di precursoreechnaturo, osservata vivo e dovuta
all'instabilita del’RNA.

Curiosamente un costrutto in cui sono state rim@sép all’estremita 3' dBNR52

(SNR52 D-legsda origine ad un trascritto che si accumula ppaicnente nella forma
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di precursore (94% della quantita totale), ma iresfo caso non Si osserva una
riduzione globale della quantita dello snoRNA (figu4.21). L'accumulo del
precursore diSNR52nel caso del mutantSNR52 D-lese stato osservato anche
mediante “primer extension”, grazie alla quale gi@mche confermato che I'estremita
5 di SNR52 D-les® la stessa prevista per il trascritto wt (figdr23), quindi la
rimozione della D box non altera il sito di iniziella trascrizione.

Per spiegare questi risultati si puo ipotizzare Eheresenza di una delle due box
mutate favorisca la degradazione dello snoRNA, daae ancora in forma di
precursore, da parte delle nucleasi, degradaziondavorita invece, quando € rimossa
una sequenza ed é presente la sola box C. Forstagimozione interferisce con il
processamento in 5’ da parte dell’endonucleasi [Rrtl cui interazione con Noplp e

stata precedentemente dimostrata (Gietgil, 2001).

Ay B C
wit Cd  vector wt Dd wt  D-less
oo
)
.;* J f
<«— Precursore snR52
‘ <— Precursore snR52 mini
<+— Precursore snR52
o mm <— Precursore snR52
. <+— snR52 maturo
. <— snR52 maturo
<«— snR52 maturo

<«— snR52 maturo mini

Figura 4.21: analisi della trascrizione di snR52 e delle susioai mutate, mediante Northern blot.
A: analisi della trascrizione del mutante Cdown Y@spetto a sSnR52 wt; B: analisi della trascridon

del mutante Ddown (Dd); C: analisi della trascniealel mutante D-less.
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In vitro txn
wt Cd Dd D-less

Precursore l

snR52 e o Precursore
snR52 D-less
Figura 4.22: saggio di trascrizionén vitro
e +— S0mer per i templatiSNR52 wee le versioni mutate

(i nomi sono indicati sopra ciascuna corsia).

Figura 4.23: saggio di “primer extension”

TGCA 123 4 per i trascritti codificati d&NR52 wie dalle

versioni mutate.

- = - 1: snR52 wt 2: snR52 D-less 3: snR52
-2 ' Ddown 4:snR52 Cdown
l!!' In alto sono riportate le bande relative ai

precursori, in basso le bande relative ai

b

F -
TGCA 123 trascritti maturi.

4.2.3 Ruolo delle proteine della snoRNP nella matur  azione di snR52

La forte instabilita di snR52 nei mutarBNR52 Cdowre SNR52 Ddowrmpotrebbe
essere dovuto a problemi nella formazione delleRdite: quindi anche la mancanza
delle proteine del “core” potrebbe alterare il megamento di snR52. Per verificare
tale ipotesi sono stati utilizzano ceppi di lievitocui i geniNOP1, NOP580 SNU13
sono sotto il controllo di un promotore che pereddt trascrizione solo in presenza di
galattosio nel terreno di coltura (Tollervetal, 1991; Lafontaine and Tollervey, 1996;
Dobbyn and O’Keefe, 2004): in questo contesto esipds spegnere in modo

controllato i geni d’interesse, che sono tutti ag&i.
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Mediante Northern blot si pud osservare come ldedégme di Noplp o di Nop58p
provochi l'accumulo del precursore di snR52 e, selo caso di Nop58p, la
diminuzione della forma matura (figure 4.24 e 4.2%umento dello snoRNA H/ACA
box snR33, visibile nel caso della deplezione dpB8p, € stato precedentemente
osservato (Lafontaine and Tollervey, 1996) ed &dadovuto a un meccanismo di
“crosstalk” tra i sistemi di biosintesi dei dueitgh SnoRNP (vari fattori richiesti per
I'assemblaggio sono comuni per le due classi: fane@ formandosi correttamente le
snoRNP C/D box, c’é una maggiore disponibilita alitdri per 'assemblaggio delle
snoRNP H/ACA, per cui una maggiore quantita di I4AR4/ACA box risulta protetto
dalla degradazione). Come gia osservato in preeadéhollerveyet al, 1991), la
deplezione di Noplp non altera la quantita di unoRNA C/D box, U3, che é stato
quindi utilizzato come controllo in questo espeiirioe

La deplezione di Snul3p non altera il processami@nto dello snoRNA (figura 4.26),
al contrario delle proteine viste in precedenzaespw dato risulta essere inatteso in
quanto é stato dimostrato che Snul3p e la prim&ipeoche si lega allo snoRNA ed é
richiesta per il legame delle altre proteine delr& (Watkinset al, 2002); si potrebbe
ipotizzare la presenza di una proteina che legdb3nBuccessivamente rimpiazzata da
Snul3p e che, in assenza di quest'ultima, resttdeg trascritto e lo protegge dalla
degradazione, allo stesso tempo permettendo urmaat®maturazione del trascritto

primario.
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Figura 4.24: A: analisi dell'espressione di
snR52 in risposta alla deplezione di Noplp,
mediante Northern blot (U3 & utilizzato come
controllo); B: controllo  dell'effettivo
spegnimento del gendOP1 in risposta alla
crescita in terreno contenente glucosio; C:
incremento della quantita del precursore di
snR52 rispetto alla forma matura nel ceppo

wt e nel ceppo GAL::nopl.
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mediante Northern blot (il tRNA Ala e
utilizzato come controllo). E mostrato anche
incremento della quantita dello snoRNA
snR33 nel ceppo GAL::nop58; B: controllo
dell'effettivo spegnimento del gendOP58

in risposta alla crescita in terreno contenente
glucosio; C: incremento della quantita del
precursore di snR52 rispetto alla forma
matura nel ceppo wt e nel ceppo
GAL::nop58.
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Probabilmente Noplp e Nop58p sono direttamente votismn nel processamento
dell'estremita 5’ di snR52, forse facilitando igte effettuato dall’endonuclasi Rntlp,
per la quale é gia stata dimostrata l'interazicore Moplp (Giorget al, 2001).

| risultati ottenuti depongono a favore dell'acc@mpento tra processamento dello
snoRNA e assemblaggio della snoRNP, come gia cstseper gli altri SnoRNA; visto

il risultato ottenuto in assenza di Snul3p, noneeo ppossibile escludere qualche
variazione nella sequenza di reclutamento delleepre del “core”.

Dagli esperimenti si pud notare come il rapportecprsore/maturo osservato nei ceppi
wt sia variabile: questo puo essere dovuto allattgdquantita del precursore di snR52,
quando il gene é presente in singola copia, co%arehde difficile avere delle

guantificazioni accurate.

4.2.4 Maturazione dell’estremita 3’ di snR52

Dagli esperimenti precedenti non sono emerse alwra nella maturazione
dell’'estremita 3’ di snR52 quando le box C o D vamg mutate. La terminazione dei
trascritti pol 11l avviene in modo preciso ad ureqysenza di 5 o piu T (Braglet al,

2005) e, in seguito, la coda poliU presente nelllRNiene rimossa; I'apparato

by

necessario per il processamento delle estremita@leB’trascritti pol Il & tuttora
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sconosciuto. Nei tRNA e in altri trascritti pol il tratto ricco in U all’estremita 3’
viene legata dalla proteina Lhplp éltomologous mtein”) che influenza la stabilita
e la maturazione degli RNA stessi (Wolin and Cedén2002); inoltre e stato
osservato come Lhplp sia associato anche agli sAdRidda and Guthrie, 2004).

La maturazione dell’estremita 3’ degli snoRNA retié la forma nucleare del
complesso dell’esosoma, e un ruolo rilevante instug@rocesso € svolto da Rrp6p
(vedi paragrafo 1.13).

Dall’analisi Northern blot effettuata su RNA estrata ceppidlhpl eArrp6 emerge che
'assenza di Lhplp non influenza la maturazionsrd®®52, mentre I'assenza di Rrp6p
causa l'accumulo di una forma estesa in 3’ di dualawcleotide (figura 4.27);
quest’ultimo dato era stato precedentemente odsepéa altri SHoORNA (van Hoadt
al., 2000). Anche la presenza di forme poliadenilatesrdR52, dovuta al mancato
processament in 3’, & stata rilevata (figura 4.283] come osservato in precedenza per
altri snoRNA (van Hoott al, 2000). La poliadenilazione degli shoRNA & dovaita
poli(A)-polimerasi Trf4p e Trf5p e Rrp6p € respdoita della rimozione della coda
poli(A) durante il normale processamento dell’asita 3’ degli SnoRNA.

wt Alhpl Arrp6

<_;:%csuzrsore Figura 4.27: analisi di snR52 nei
ceppi BY4742 (wt),Alhpl e Arrp6
mediante Northern blot. L’asterisco
indica snR52 maturo nel ceppo
Arrp6, in cui le dimensioni dello

SNR52 maturo —— . - - * .
snoRNA sono maggiori.
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i wt _Arrp6
-‘ 3 - "1
| ,;" Figura 4.28: rilevazione della forma poliadenilata
h di snR52 nei ceppi BY4742 (wt) e\rrp6
;. . mediante Northern blot. Gli RNA che presentano
poliadenilazione in 3’ sono stati purificati (vedi
i | Materiali e Metodi, paragrafo 3.12) e quindi

h caricati su gel.

E noto che I'esosoma abbia un ruolo nella degradazidei trascritti pol I,
probabilmente nel caso in cui questi siano ripieigainodo scorretto e abbiano subito
poliadenilazione da parte di Trf4p (Kadablal, 2006); nel caso di snR52, invece,
'esosoma fa parte del “pathway” di processametwae nel caso degli altri SnoRNA
trascritti dalla RNA polimerasi |l.

La mancanza di Rrp6p non interferisce con il preapgento dell’estremita 5’, come

verificato mediante primer extension (figura 4.29).

TGCA 12

- -

Figura 4.29: saggio di “primer extension” per

” SnR52 nei ceppi wt Arrp6.
-
o 1:BY4742 (wt); 2Arrp6. In alto sono riportate
z o ‘ le bande relative ai precursori, in basso le bande

relative ai trascritti maturi.
TGCA 12
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In questo capitolo sono riportate le tabelle eajineamenti a cui si fa riferimento nel

testo.
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Tabella 1: conservazione dei geni per snoRNA in dédrenti 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
ul4 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

sSnR36 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
sSnR64 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.actis |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
sSnR79 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 deeni per SnoRNA

snoRNA 5' TATA b. (respect to TATA Reb1p binding
H/ACA box | processing | mature snoRNA cds) box" Poly (A/T)* 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 9bp (-15) | TTACCCG (-41) | AGCCCTAC (-68)

snR11 N -103 -103 8bp (-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 9bp (-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) Raplp b.s.
snR86 TCACCCG [-121] | AGCCCTAT [-148]

snR161 -79 7 bp (-17)

snR189 N -73 -73 9bp (-23) | CGGGTAA (-46)

MRP RNA N -104 -104 14 bp (-18) AACCCTAA (-72)




snoRNA
C/D box

5' TATA b. (respect to TATA Reb1p binding
processing | mature snoRNA cds) box” Poly (A/IT)* site* ARCCCTaa* RRPE* Other
N -104 -104 9 bp (-29)
N -83 -83 10 bp (-24) AGCCCTAA (-77)
N -86 -86 8 bp (-80) AACCCTGA (-88) TGAAAATTTT (-35) Raplp b.s.
N -96 -96 Raplp b.s.
Y -259 18 bp (-68)
Y -216 CGGGTGA (-54) | AGCCCTAA (-88)
Y -214 CGGGTGA (-25) | AGCCCTAA (-49)
N -80 -80 8bp (-26) | TTACCCG (-65) | AGCCCTAA (-90) | GAAAATTTT (-118); GAAAATTT (-106) PAC
Y -178 10 bp (-52) AACCCTAG (-100) Abflp b.s.
Y -255 11 bp (-14) | CGGGTAA (-74) | AACCCTAA (-109)
Y 13 bp [-272] AGCCCTAC [-281]
Y A and B box
Y -237 AACCCTAA (-85)
Y -258 AACCCTAA (-89) GAAAATTTT (-18)
Y -164 -59 # GAAAAATTT (-18); TGAAAAATTT (-45)
Y -221 -93 # 7 bp (-30) AGCCCTAA (-70)
Y -216 -75# 9 bp (-38) TGAAAATTTT (+18) Raplp b.s.; PAC
Y CGGGTGA [-337] | AGCCCTAA [-369] TGAAAAATTT [-314]
Y -229 -65 ## 7 bp (-41) AGCCCTAA (-81)
Y -176 -59 ## 9 bp (-15) AACCCTAA (-68)
Y
Y -318 AGCCCTAA (-56) GAAAATTTT (-16)
Y -336 -167 #
Y tataaaa (-215) 12 bp [-284]
Y -277 1T # 7bp (-38) | CGGGTTT (-46) | AGCCCTAA (-77)
Y -247 -75 8§ TTACCCG (-73) | AGCCCTCA (-97) TGAAAATTTT (-34) 2 Raplp b.s.
Y -201 15bp (-39) | TGGGTAA (-55) | AGCCCTAA (-80)
Y 7 bp [-443]
Y -227 =77 TGCCCTAA (-79) GAAAATTTT (-47) PAC; Raplp




Gli elementi indicati in tabelle sono conservatalmeno tre specie di Saccaromiceti. Le distanzartdte sono riferite 8. cerevisiaecosi
come le sequenze per il sito di legame per Rebipativi ARCCCTaa e RRPE e le lunghezze degli eletim@oli(A/T). In marrone chiaro
sono indicati gli snoRNA H/ACA box, in verde I'RNdella RNasi MRP e in turchese gli snoRNA C/D box.

| siti riportati all'interno di caselle gialle e iti in rosso non presentano consensi perfetigthento RRPE indicato in rosso e presente
solo inS. cerevisiagnegli altri Saccaromiceti e presente un poli(T)).

Se la sequenza riportata € conservata tra i San@@t ma € mutata i5. cerevisiaee indicata in lettere minuscole (le distanze sono
comunque riferite &. cerevisiag

Sono state indicate anche sequenze poli(A/T) neb#ianti dalla TATA box (in blu).

A la distanza riportata é riferita al sito d’irozilella trascrizione.

*. la distanza riportata e rispetto alla TATA bose questa non € stata individuata, la distanzaatalié riferita alla prima base del
trascritto maturo ed e riportata in parentesi geadr

#: il sito d'inizio della trascrizione é stato o da dati presenti in letteratura.

##: il sito d'inizio e stato individuato medianteirper extension nel corso di questo lavoro di &sionfrontato con dati presenti in
letteratura.

8: in Quet al, 1999 sono riportati quattro probabili siti dizio della trascrizione; si fa qui riferimento a Hoehe da origine al trascritto

piu lungo.



Tabella 3: classi funzionali maggiormente rappresente tra le ORF adiacenti ai geni per snoRNA

n° % n° % Fold
FUNCTIONAL CATEGORY SET | SET | GENOME | GENOME | (%set/%gen) P-VALUE genes SET
YBLO72c YCRO031c YDLO75w YDR471w
YELO50c YELO54c YER131w YGLO76¢C
YGL099w YHR141c YKLOO6w YLR106¢C
YLR333c YLR388w YMR194w YOR234c
12.01 ribosome hiogenesis 19 19,3 310 5,05 3,82 3,09E-07 | YOR272w YPL143w YPR144c
YBLO72c YCRO031c YDLO75w YDR471w
YELO50c YELO54c YER131w YGLO76¢C
YHR141c YKLOO6w YLR106¢c YLR333c
12.01.01 ribosomal proteins 16 16,3 246 4,01 4,06 1,38E-06 | YLR388w YMR194w YOR234c YPL143w
YBLO72c YCRO31c YDLO75w YDR471w
YELO50c YELO54c YER131w YGLO76¢C
YGL099w YHR141c YKLOO6w YLR106¢C
YLR333c YLR388w YMR194w YOL097c
YOR234c YOR272w YOR276w YPL143w
12 PROTEIN SYNTHESIS 21 21,4 480 7,83 2,73 1,62E-05 |YPR144c
14.07.05 modification by YDLO74c YGL087c YJLO47¢c YKL210w
ubiquitination, deubiquitination 5 51 79 1,28 3,98 0,008356889 | YNRO51c
43.01.03.09 development of asco- YER132c YGL099w YGRO0O59w YLR028c
basidio- or zygospore 7 7,14 167 2,72 2,63 0,017045522 | YMRO013c YOLO51w YOL052c
01.07.01 biosynthesis of vitamins, YBRO035c YOL052¢c YOR184w YOR236w
cofactors, and prosthetic groups 5 51 110 1,79 2,85 0,030888429 | YOR278w
14.10 assembly of protein YBLO74c YDLO74c YGLO87c YJLO47c
complexes 7 7,14 199 3,24 2,20 0,039421068 | YKL210w YLR106¢ YML102w
YKL211c YLRO27¢c YNRO50c YOL052c
01.01 amino acid metabolism 8 8,16 243 3,96 2,06 0,039858156 | YOR040w YOR184w YOR236w YPR145w
YDLO74c YJL148w YML103c YOR185¢c
42.10 nucleus 5 51 149 2,43 2,10 0,089525176 | YOR272w




La tabella rappresenta i risultati ottenuti meddantricerca in “The MIPS Functional Catalogue Databas
(http://mips.gsf.de/proj/funcatDB/search_main_framml), a partire dalla lista delle ORF adiaceritigani per snoRNA; e stata qui
riportata solo la parte della tabella che comprandsiltati piu significativi. Le categorie funziali sono riportate in ordine decrescente di
P-value (settima colonna); va sottolineato chedsidimal proteins” & una sottocategoria di “ribosobmatjenesis” che, a sua volta, € una
sottocategoria di “protein synthesis”. Nella sesibbnna (Fold) € riportato il rapporto tra la peritele dei geni della categoria adiacenti ai

geni per snoRNA (terza colonna) e la percentualgel@ della stessa categoria presenti nell’inggrnoma (quinta colonna).



Allineamento della regione attorno al sito d’inizioin S. cerevisiae

s 20 2 s el

snR42 : ACCTETGATGC ARARARACATETCTCTTA STAACARTTTCGTGATGCTTT : &0
snR18%9 : GTGRCCGTTGT CAACIGTGAACTITAT JACRERBBTRRTTTACATTCC :@ &0
snRE8 : CATTIETTTAGTT TTGATTTECGGTTECC STCATACATATTAAACATGC : 0
snR35 : GTATATTTACT TATTTCAAATTTTARALE i JTACARBATTRATCGTGCGG : 60
snR4 : GICATIGATCT CRTTTTTTTATTTCRARRATCCCCATCOHACTATTACRAGTCERTGRGE ¢ 60
snR30 : CCATICAAGTIT TTGCITATITGTAAR JACCRATBGTCTCGTGCTAGT @ 60
snR45 : CGCGIITAGATITMCITMTCGAGGTITTCATTETA JTCGACCTTCCRAGTTTTTAA : &0
snR32 : TTATAATCAAATMCCMTTTCGTTITTCTETTT JRCATCATRRTTATATCGECE @ 60
snR37 : TAARATTCARRA CITTIGATITITITT JBCRTCBGTRGTGGETTRRTAE @ &0
snR10 : TTACTITCCATTMCTMATTTEAGEGTIATTT JACGCRABATTTAACAGCCAT : o0
snR33 : CTCTCETTCAC TTTTTTCATAAGAAT JAGCTTBATGCCCTCTTTGT : 60
snR13 : CGTCICTATAT GITAATTGGATITITT JGGRAGTTTTITCCTTTTTA : &0
snR34 : TATATTTACCAC TTTCTGATTTTTTTT T JCEGECTCAATCAAARATTTATTTETT : &0
snR11 : AATCTEITTCTETMCCMTTETTETCGGITITTETG JATAATGTCTETTATARTAG : 60
snR3 : TTGTIARTTCE TGAAGTTECCTTCCG JACTTTGTCCTRRAGTACTRE @ &0
snR459 : TCCTEGATTTIA CAATITAGTTIACARA JCTTTATCTCCATGRCTATE @ 60
snR5 : AACTEACTTCHA GCAGGATCCTTCAGGAT 2 JTCATTCAATBRAACTGATCT : o0
snR31 : GCCCATTTTTA CEBTTTCCBTTTGABTT HARCTCGABAGCAAAATTACACCATGA : €0
snR9 » TTCCECCTTCE TCTTECTIECTITICITIECC JCCTCGEGRATATRRTACTRRATREC @ &0
tt t a

Allineamento delle sequenze attorno al sito d’midella trascrizione di 19 geni per
snoRNA; il sito d’inizio € indicato dalla freccia & quello riportato nel “Yeast
SnoRNA database”
(http://people.biochem.umass.edu/sfournier/foutaiésnornadb/main.php).

E comungue necessario notare che, in un recenteol§Zhang and Dietrich, 2005), il
sito d’inizio perSNR4¢é stato mappato 3 bp a monte rispetto a quanto firaira in
letteratura, quello pe8NR311 bp a valle e quello p&NR336 bp a valle.



Allineamento delle TATA box individuate in S. cerevisiae

SHER4g8 : TTG SGECATC @ 16
SHE31 @ GTRpe) SAGCATG : 16
SHEET : GLhGue) JLERRCE @ 16
SHR4 HE=ele T 7, TE JLTLGRE @ 16
SHRE5 @ RCHEwN =CATAGG : 14
SHE68 : ACCHEN s :
SHNR18% : CTTpeWReCTGRGRT : 16
SHR17b : DC-TDGTGDG : 18
SHR64 I'I'FAI'AHA

SHRES OTFATAHA
SHR3% EI'FAI'AHA
SHR1z 'I'FATAHA
S5HER47 'I'FAI'DHA
SHRS& : TIC I'FATAHA H
SHEST @ TCLywy =GEATCT @ 16

SHE40 @ RACEENy 2GGCGGR @ 16
SHR82 CB-GGCGDD : 18
SHE42 : GB-GCCGTG : 18
SHEE H TI‘-DGCGCC : 18
SHE11 @ TGOy SAGCGGT : 16
SHE4S : RGO REELGCGRL @0 1€
SHR7E EI'HI'AH RLGLGR : 18
SHRS GR-RGCGRT 148

SHR3S RR'RGRGRT i 16
SHE37 : RD = H

SHE&2 : OTFATAHA ROGCRC : 1&
SHRE32 CD-DGTCGD - 1é
SHRS 1 CRCEeyy SLGERGRG @ 16
SHE4Z : CROpeWCREWLLLGLRL @0 1€
SHR4% tTFaTAHA H
SHR3S GT'GCTRGT i 16
SHE3 H DB-GDRDGC : 18
SHR10 : DG-GDCDGD : 18
SHR81 : DG-GDGCCT : 1&
SHET1 : LRLGEENY SGRGGECC @ 16
SHE41 : RCGuEN SGCACAR @ 16
SHR&0 CC-DDRCDT - 16
SHE17a : ACHaeNN SAGGECTT @ 16

SHE1€1l : RGLEewy =GCTTITR @ 16
SHE30 @ GCCuewy ACACTT : 1&
SHR1S90 : ATOEeWEAETACTGGR : 16
SHRSE : GO REWGLCTRC @ 16
SHE34 : GRS TEELTRCTL @0 1€
SHE&Z : RTIW TETLTATAT : 1&
SHE30 : TTOpEWEATGTATITC : 16

Sono state allineate le TATA box individuate a neodi 45 geni per snoRNA. I
consenso che si ricava € TATA(A/T)A(A/T)(A/IG)(A/Q)a base che precede la prima
T e tendenzialmente una base diversa da T e Isastesdenza si riscontra anche nelle

altre quattro specie di Saccaromiceti.



Allineamento delle regioni a monte dei geni per sriRNA

SNR17A

* ® 80 ®

S.cerevisi @ ————- TGCACTGG—— GG CAG T. ETEZLAG!

S.paradoxu : —————- CGCIGGG— GC TAG T, e The MG

S.mikatae GAGCTATGTGGEGGTA AC! ITGG. & Gjii . iy

25.bayanus AT TGCE C eCNeCn

S.kudriavz : -—-————————- PATIE'IATCGTGGCC ETCCGGG, Fayd GGT IGATEE e T .
G ag BgRg a C ctc ch aaca Ttc ATCG tC ccgg Ag

200
S.cerevisi A
5.paradoxu
S.mikatae
28.bayanus
S.kudriavz

14
e Ay LA DI TICA
ACACTI TTGC
JCARC

I}
GC---ACCHd] -GCECGCGECGTCTCAG
a t t TTT

S.cerevisi
S.paradoxu
S.mikatae

25.bayanus
S.kudriavz

*
S.cerevisi
5.paradoxu
S.mikatae
25.bayanus
S.kudriavz lI—‘PT-' ETATRARA

G ctt ¢ ¢ LaRCHIATRtRAMGGCTC caTTtt

SNR17B

LI

Tt t tc Caa AT

T ttTecT tt T t tt tTCTT TIT T T'IPPPAT TGT

&3 20 b 40 & 60 b 80 &3 100
S.mikatas : - —-—CACCA 9CT$AC GG GBRGBAGAGGAT[EAIEGGAA TGCC-AGRARGTAR— GCGTTGT
S.kudriavz ATCGTCATGICA ECTAT-TEIGEG CGRAGGRAGCAGITCATGGEA-(ECATC-AAGHITTACT! GCAGTAA
S.cerevisi CICTGTCTAACGACTGTIACTGCTA ECTGEGTAIEA I TCAGCGGAGRAT! T CACGHECACCCAAGGUGIGTA CRALCA -
S.paradoxu ———CGCTGGGCTTCRRACAGRATGE ELGGEACGCTC TCTARATCGTCTG CRGTAEeAGGT-T-—-WTCGCRRTNATRACAT
S.bayanus : ————————————————— GRRATGGC-TAMACAGA 'CCAﬁCC [ TCCGATCGTCCTGeCeCGCAAECAGT-TARTITCACANETATTGEGC
A g a t G gc
E & & 180 i 200
S.mikatae SAAGATCAAT il [rtev. 7923 ———TATA ¥ el 3 STCGTACTEHER TERTTA
S.kudriavz ATGCRRATRLE. ig IATHEG CATIATE, By el Felelele L L LCA
S.cerevisi AR ————————————— G CAIEG ———-BAGH AREC CT GG EETT G
S.paradoxu CTATTGCCTCT! ] TAFEG GGCICAT! GHET F ETC - ARFya 2 TT G
S.bayanus CEGCT'IACTTT C LTAIER GGTGCATGU A GHET! B ETC-TRQEERCAE
ct a A Ra & a 4 BRAL Py tgT G T tta [+
220 £ 240 & 280 & 300 £
S.mikatae TARAT'IEATGGG GGGT! Eya GGGC! ITTATICTTCGT TTT-RACHE [ TTCC————T THRGHRUG———-C
S.kudriavz TA-—-TTTCAGGT|#GGGT A GG—— I TGETTITTAGC 'TTT—{8ACHA (TTTEC-ATT TG
S.cerevisi CRR—-—eCACAGCTGGGTMICTACH MeGA-TAMGTATTTICGAGCA 'TTT T|s ATRIA (TTCC—-—-A TG
S5.paradoxu L-TGC CCA'IA CCAC A TACH IAARCCCTCGACTT! IAGCGeGTIT. GRAG--CRA C LT TCTCAT
S.bayanus CGCGC CCAGA CCAC GIACGAG IAACCCTGCTTT! ACARAGTCIMTAGGCGRAGGACRACG LIS LTMT-TCTT!
R c T tt tCt CA R T
G 420

S.mikatae BGITACAC-WMACT T|
S.kudriavz -T-fIAC
S.cerevisi TCEMCC
S.paradoxu | ACENTT
S.bayanus GTTHGT!

t T tTTc T tatTATt T T CIT TIT TTIT A
S.mikatae
S.kudriavz
S.cerevisi
S.paradoxu
S.bayanus

a5
95
104
83
9z

191
193
192
190
190

389

389
389
389
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cerevisi
paradoxu
mikatae
kudriavz
bayanus

cerevisi
paradoxu
mikatae
kudriavz
bayanus

cerevisi
paradoxu
mikatae
kudriavz
bayanus

cerevisi
paradoxu
mikatae
kudriavz
bayanus

cerevisi
paradoxu
bayanus
kudriavz
mikatae

cerevisi
paradoxu
bayanus
kudriavz
mikatae

cerevisi
paradoxu
bayanus
kudriavz
mikatae

cerevisi
paradoxu
bayanus
kudriavz
mikatae

T T ah chg tCt Tat

Reblp,b.s.

TTTTICTITET CtTCtcGCA ARc TTt ga

eCCCEGCACCTTTGBTG
TCCRARAMWTTTTAGT A yygdeC—— : 400

CPAC CTTIWIABGACRR Y¥ncTn : 400

GACTWGIAGTTA d CAGIET— @ 400

TTCP.A IATGIUA-BATAG ] Y eT—- ¢ 400
t t gt t t

* 20 * 40 * 50 * 80
T 8 108
T b 107
T b 108
T 8 102
108
ATAAT GAGTT TACTGCTTTCTGTC G 2C aGICA C TCTTGECAATATCITT At TCtgaThla G a £ CATaTT a g TLCt
120 0 * 200 *
caTch 2F Ve clen o Y THRTTTCT-—CAG 206
¢ 2 el ol T 2 i TTRTTAC-——CAG 205
——————————— ¢ =f o cF¥AT 2 e o ) T T CGAGCTGS 200
ATTCANEAGTA CTMCARGA-——CA 205
203
TG GARA
320
- 300
CT— : 303
- 1 296
CTT 1 301
. : 305
TTT
380 * 400
TR TATI TEACCARNEAECETRACAT T - 400
TAAGICTTATTARGARECGTRTGAT G 7 406
CTCARTCCCATAGGRGET COTTCT T T 388
cRRGRTCT-———————— TECAGCGTANTCR 396
BrcTAT-————————— ErrapTTAC-cCcafA 397

g T tt T g tTTCaTTT AAAGA CCa
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ity

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

paradoxu
mikatae
bayanus
cerevisi
kudriavz

tT cgq

GGaCc GCGGIARA | tgcGCaTttTTTCAC

CGTTCCPAaC

ccTAc a atT TG

aah

CARA

-2 I}IPthT- c

" —CHECE@L-GTIEEPCTTEI leeT 2T

taaataldt

AG

TITGg RA g

* 80 * 100
AGT TCI 6GGGTIAEETGETT c: e'rza GTTTA T-GT-———CTTTRCCTICTTR-T
BGT! CM CAGTIETCTACTT ECT TCTTG TEGTA---CTITJICATTGGE -C
AT TCCCCECCCCGEARTCTC € ARGGCRACCGGTAC NeTGTEMI AT — - —— -~ ccreadeATIACCETT!
TGACGCAP GATGAGARATAGT AGCTC CP.AGC TCATHMNGIAATAGG- ATCHITCAATATT-2
A'IPAECAA -2TCETECATTGCET, TICTC eC ATEC IETI ——————————— czbircanTcnE-1Ta
t ot a crT tc AT F) c ctah
* 160 * 180 * 200 *
cqicTAR- TCGA CBRNACTAATT-TGTC -AAE—— G-GERACGGCRIGE
cTiccadEn GCR GIAGHIGRARTCTETAC-TA GGGA--GATHA-GCETECTGMAGT
[ole Tielesi 1/d TAACA - A AGIERACTEGGTEGT -~ | AG-TTCGRRCETCTAGHIRG
ATNGCAGITTSC TT | ATGEAMTCCTARATCCTC-— demucT-BEACTITCIACATCE
[ei Tiehule ri GCGG TCGTAACECEC-—- 2l CT MATCCTAI o€
T A ca
220 240 * 260 ZBU 300
alela 7)-{eler-Ne 2ie TR ACRATCATIRIATGE EATGA-AGTCIGECCR IpAc cacRd m'rp
ATACEETAC- CCETEA----TGBIGGTNTGE 6 nGTG-AGECIAGTA ec TTAT -EMATC —cp
AGGRAGEARA- CCT pleiy TR AGTCTHICE EGCACAGTTGORCOUAETGCCGT A TGARCTHECACATHCUACTAAG
TEATTGCCT jule’e BACEAT AN C TR A TT CA-CCCACTCTHCATCT -~ T AC A AR ——————— ATCANTATGCTHT
TEACTECCIA TGG TT BACER CAGMGETICA-CACTIAGTIC AE GG ACT CZb HAGIR I —————— GCTTHCHTGCTIC
a a a t RAg t gt at tt ot
340 360 *
-GT i AAGET] [
o cc GCATAGGC c2ET
c eACCAc -BAcCcARTTCAGTC Geac
nCAGHEIRC CTTTCE AGGT!
[decys cceccn TATTTE: ATGC
T g a ¢t t t aT a at A a TTtT Ta tGCCCT]

520 £
SR TCAT ———————————
TGTGCGGG—-ATTICGCCE
CRARAGAT--——TICCGCG

CACAGAATARRTIAGCCG
G

GTaGaaGTgarra

283

301
298
28¢



*

S.paradoxu AT IATECGA 97
S.mikatae CITAGCTTTG 101
S.cerevisi GI Thi AT{eCTA i GT" 99
S.kudriavz 'IA TCeCEA 96
S.bayanus CEMTTeTACGRRER 95
t c t
NMEL® *
S.paradoxu 1 3 3 3 195
S.mikatae 198
S.cerevisi 197
S.kudriavz 196
S.bayanus 201
220 b 240 & 260 b 280 & 300 b 3
S.paradoxu ! C 301
S.mikatae 304
S.cerevisi 303
S.kudriavz 301
S.bayanus 306
ccTTgg TATIC CTTCTTCACthGTAC t T TITa
S.paradoxu 407
S.mikatae 410
S.cerevisi 408
S.kudriavz 407
S.bayanus 412
G gt CcLgGIGTTITTCTTICGGIA LGGATTCC TaTatATGGAATCIARACCATAGTIATGACGATTGCTCLLTCCCATGCTGGAT GAGTRACCCRAATGGAG
. 4 Fine. gl NME1 |
S.paradoxu 512
S.mikatae 511
S.cerevisi 514
S.kudriavz 509
S.bayanus C 511
CTTACTATTCTTGGTCCATGGATTCACC TTTT t TTt ARaCaGTTTGLTGTTTAC
5.paradoxu 600
S.mikatae 600
S.cerevisi 600
S.kudriavz 600
5.bayanus 600

ACTGR a PRATa ARaRaG cTC Ra CTcAGa GAGTTATTcAtt GT a CTTGT tRARGA ARg A gATGG ata tGRaTRAt t

Negli ultimi due blocchi & presente la sequenzafivadite per la sequenza “leader” di
SnR66.



& 20 & 100
S.cerevisi ——GACTAGATATTACTGCTC: ——— A : 9@
S.mikatae ICTCGH TR=IOil
S.paradoxu : ATGATRATCCGCATAGIARTGTC ICTAG 73 105
S.kudriavz : TG CATT G 82
S.bayanus LATE T 69
Tgc ¢g BAtc acRaGgT t g G G a a t aat g a t T AR
* 120 * 150 * 200 *
S.cerevisi : ECE- EAGTG————— TAZINGTTA CRAGA Rlelers 17y e Gl — — it 'IA——EAAA : 186
S.mikatae ITTIC ECACTTG—-TOEAGTANACTER TTAT TAI GIEETWAT TAGCTTTG : 194
S.paradoxu : [EG—— ERAGCA————— EATHIATTA A TS -Gl T RTC R AT{of Tie - toleyde T ———— ——————————— B Fle ——WRMeTT-—8ERR : 182
S.kudriavz : CEIT ERATAAGCTTAATGCGTACS CRAL 2 ACTECTGHIGT TTCGCECTCGeGCE @ 186
S.bayanus : GIATC[@CCCATICAG----JTATANCACG IAGAG TGCGCCTEGCCC \GATTCﬁ CTTASGCE : 170
t a ct aG t t 6 (5
S.cerevisi 273
S.mikatae 275
5.paradoxu 274
S.kudriavz 272
S.bayanus 263
S.cerevisi 363
S._mikatae 362
S.paradoxu 363
S.kudriavz 363
S.bayanus : CPEAT T T 368

GTCRa t TC gaAGTT AsRAgTtTGaaT A AaAg T G TLaATCACAGL CTCAT

CRRR

aat acT c a

S.cerevisi 400
S.mikatae 401
S.paradoxu 400
S.kudriavz 401
5.bayanus 400

cAtCa AcCTATaaGcTt TATgga A tghAc tg

Gli ultimi due blocchi dell’allineamento comprendorprobabilmente la sequenza

codificante per la sequenza “leader” di snR84.



& 20 t 60
S.cerevisi ——CTACGCTCTCTCCGTTIECCAR CRCHNE 86
S.paradoxu ——GGTEACTETCTECCTGETTAC GeTH 85
S.mikatae : ECCTC EeTh 72
5S.kudriavz : Gle TG €5
S.bayanus : ACBAGTCTGCCCRAGGCTCACCTCCCGCCTCCRECCAG enjye{eT 104
g T gGCT g G Tagh A g Tg Gc C  gagGaBRA ¢ gaTg TgGaag A tgC ¢ caac
S.cerevisi G 187
S.paradoxu g 189
S._mikatae 2 173
5S.kudriavz T 164
5.bayanus ! 197
gca gck C B ccca BaBgc CEtCT T C GQGCGG aRGt G G
220 & 240 & gl
S.cerevisi : B 2C ACATR i pRTTcacTcncE - 287
S.paradoxu —CTTGIAR. CATT-ACTCRCA : 291
S._mikatae TCTCE-2NTHNI 2 hdeile chies T 25 lehSveydl 70T 2 el A GT —uifeiie 7§ Cleleche C Cu TR Tie sifesis Couli i — - ———————— : 266
S.kudriavz ——CTAL CHWTTTGTITGRA : 261
5.bayanus CTACCTTInTE ACT: e Cle cpueiin C O {eryueydd Tr G Ser C AT Chin Zjije 2idifele cife C i Cli 2 TTpfe CTGTCM T —————————— 292
t At aTGtGgTGT aGATGTIA a ga tt t
20 & & & 400
S.cerevisi : GuA AT G TG C T4 T GOMGE AT T ———T'T! C @ 378
S.paradoxu : 1A YT T | B CGUC TACIGHITAR-ATE C 384
S.mikatae IA Al — — | A CTANTTEEYN——————— C. CACCAACGGG-TAE B 380
S.kudriavz : G ECPATGC—— TIET TGYIT! CGTTTGT CTAMTEACT-CEHeC A 363
S.bayanus : —--—-HATRCTE--- ce \BACTGGUA————— ] TATIEAITTGCTAl A : 383
t RARgt a Tt T gtTt t <tT Ttt ttTT L t a g tta T
t 440 & 460 B 480 & 500 & 520 &
S.cerevisi : -PGT--E CTCCB —————— - T TCTIGT Tl I B3 RAGCTIC: 2 AGUGAGATGACAT : 470
S.paradoxu CGGT--RNLAGHNI DRI A —————— = GCCGIC g GRUIA AT E TRGATCAT-- : 474
S.mikatae AGCTAGIEC GGTTTGTET - CATATGCCOE' | A G TRICT'T! B TCGCATTTTE : 464
S.kudriavz : 2CGIAGOAT! IPACTC'IATCP TTTITAR. € TICCUMTTRGCCACTET! IATEBATGGGC @ 469
S.bayanus SCGITTCEAT! TC 7777777 AG TATCARTIC - GGR IBIATE']E ] CCTGhGCTGAAIﬂ****CCCCAGGCTCAT : 476
a A tt t TR tgTtt t taTt aaat c T a t at
S.cerevisi s : 576
S.paradoxu : ] Ay 2 ] 3 Td ATETTTLL.TTL,ltP Aciplcigiei @ 573
S.mikatae : ) 3 y : AAGHA g1 A TCATACAGTIGTATCE TATT T ES T T AN Tiid Yeildadi : 570
S.kudriavz : ;) STTH "y TEATATTTCCTTCT‘IE 3 deydigess @ 574
5.bayanus 2 ] : 579
gtgtT aaTga CAtRRA T ATa acqg GTTaaGARATGA TATGATACAGT GTATCaTaTTTcctTcttaa Tg a gtAGTTCT
S.cerevisi 600
S.paradoxu 600
S._mikatae 600
5S.kudriavz 600
5.bayanus 600

Gli ultimi due blocchi dell’allineamento comprendorprobabilmente la sequenza

codificante per la sequenza “leader” di snR87.
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cerevisi
paradoxu
mikatae
bayanus
kudriavz

cerevisi
paradoxu
mikatae
bayanus
kudriavz

cerevisi
paradoxu
mikatae
bayanus
kudriavz

cerevisi
paradoxu
mikatae
bayanus
kudriavz

cerevisi
paradoxu
mikatae
bayanus
kudriavz

SNR190

CCA
CAT tt TR Ag CLTLATGGG aGak RRRAT

440
CTCAICATTCE iy.1e 7 ] 1 450
CTCEICTA 44¢
TATTGTAC 451
AT — 447
C ST 435
a

:

200

CtGG C & gctTcthA

*

401
397
403
402
388
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