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Fattori per la maturazione e processamento del RNA

• La CTD fosforilata recluta gli enzimi per il capping e per lo splicing 
• Il capping viene effettuato subito dopo la sua sintesi 
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mRNA	capping
7-methyl	guanosine	at	5’	end	of	mRNA 7-methyl	guanosine	cap	synthesis

- Timing:	al	interno	del	canale	di	uscita	dell’RNA;	transition	
initiation-elongation

- Tre	enzimi:
• Fosfatasi
• Guanil	transferasi
• Metil	transferasi
- Reclutamento	Ribosoma
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The	5ʹ	caps	have	four	main	functions:

1.	Regulation	of	nuclear	export
2.	Prevention	of	degradation	by	exonucleases
3.	Promotion	of	translation
4.	Promotion	of	5ʹ	proximal	intron	excision.
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RNA	capping

2,2,7-trimethyl	guanosine	at	5’	end	of	a	subgroup	of	RNAs

Small	nuclear	RNAs	contain	unique	5'-caps.	snRNAs	cotrol	splicing,	rRNA	
modifications,	and	have	other	regulatory	functions.
Sm-class	snRNAs	or	telomerase	RNA	are	found	with	5'-trimethylguanosine	caps
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Ser2	phosphorylation
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Produzione del 3’ terminale di mRNA eucariotici

- CTD della RNA Pol II e coinvolto nel reclutamento
Degli enzimi necessari per la poliadenilazione

-RNA Pol II raggiunge l’estremita di un gene e produce una
mRNA che contiene seqeunze specifice (AUAAA) (GU rich) 
= “Poli A signal”
- Poli-A signal e riconosciuta da AUAAA e GU rich region
CPSF (cleavage and ployadenylation specificity factor, binds AUAAA) e
CSTF (cleavage stimulation factor) binds GU rich sequence  

- Reclutamento di proteine che taglia e provoca la poli-adenilazione

-poli-A polimerasi aggiunge ca. 200 adenine all’estremita 3’ dell’RNA
(template indepenent!!!!) 
- Export to cytoplasla



Structure of eucaryotic mRNA s
(after splicing)

Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon Exon
Gene

- 5’-UTRs	and	3’-UTRs	are	regulatory	sequences	located	in	EXONs
- Genes	can	contain	multiple	transcriptional	start	sites
- Genes	can	contain	multiple	transcriptional	stop	sites
- Genes	can	contain	multiple	translational	start/stop	sites
- Genes	can	perform	alternative	splicing to	generate	mRNAs	with	different	exon	combinations
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Gene

La maturazione ed il processamento dell’RNA

7methyl-G

AAAAAAAAn

ATG-
codon

STOP-codon
5’
UTR

3’-UTR

Open	reading	frame	(ORF)
Consists	of	1	ore	more	exons	that	encode	codon	triplets	for	translation

mRNA
(transcribed

Exons)

SPLICING

Intron Intron Intron IntronI I I I

pA

pA

Nobel	Prize:	1993:	Richard	J.	Roberts	and	Phillip	A.	Sharp



Lo	splicing	dell’RNA

Facts:
- Genes	can	have	0	– hundrets	of	introns	(human	Titin	gene:	363	introns)
- In	general	exons	are	short;	introns	much	longer	(- 800kb)
- Human	diidrofolate	gene:	31kb	primary	transcript	– 2	kb	Exons
- Intron	number	increase	with	organismal	complexity
- Exons	can	be	re-shuffeled:	1	gene	encodes	for	many	proteins
(D.	melanogaster:	38000	different	gene	products)

5’UTR 3’UTR

UTR:	untranslated	regions.	



Intron	– number	 increases	with	organismal	 complexity



Introns	are	much	longer	 than	exons



Nonostante alcuni introni possono essere posizionati nel segmento 5’UTR o nel 
segmento 3’UTR, in genere essi si trovano nell’interno della sequenza codificante o 
CDS (coding determining sequence) costituita dalle triplette codoniche.  Essi possono 
quindi separare esattamente un codone dal successivo (fase 0), o situarsi all’interno di 
un codone, separando il primo nucleotide dagli altri due (fase 1) o i primi due dal terzo 
(fase 2).  Si osservano tutti e tre i casi, più spesso in fase 0 (circa 50% dei casi), poi in 
fase 1 (circa 30%), meno spesso in fase 2 (circa 20%).  
La fase degli introni riveste importanza nei fenomeni di splicing alternativo, dove deve 
essere coerente per non causare la perdita della cornice di lettura corretta.

-CGCC|AUG|GAU|GCC|GGU|GUG|ACU|GAA|AGU|GGA|CUA|AAU|GUG|UAA|CUGG-

GU-------AG GU-------AG GU-------AG

fase 0          fase 1           fase 2
5’UTR start                  stop 3’UTR

Splicing	e	presico

INTRON	1 INTRON	2 INTRON	3

EXON	1 EXON	2 EXON	3 EXON	4



HOW	DOES	SPLICNG	WORK??

Lets	brake	up	the	problem:

1.	Come	vengono	distinto	essoni	dagli	introni?

2.	Come	vengono	untiti	i	essoni	 in	modo	preciso?

3.	In	che	ordine	vengoni	untiti	I	essoni?



Sequenze	consenso	per	gli	introni
THE	GU-AG	rule

***AGG***

à Sito	di	splicing	5’		or	sito	donatore	(5’	splice	 site,	splice	donor	site)
à Sito	di	splicing	3’	or	sito	accettore	(3’	splice	site,	splice	acceptor	site)
à Punto	di	ramification	(branch	point	site)

àpresent	in	ALL	introns,	exonic	splice	site	sequences	 are	more	variable
àGU-AG	rule	defines	 intron	boundaries



The	GU-AG	rule

• Un’alta	conservazione	si	trova	solo	immediatamente	all’interno	degli	
introni	alle	giunzioni	presunte.	Questo	identifica	la	sequenze	di	un	
introne	generico	come	la	regola		:	GU##AG:	o	GT-AG.

• I	due	siti	hanno	sequenze	diverse	e	definiscono	le	terminazione	degli	
introni	direzionalmente	.



Il	meccanismo	dello	splicing

trasesterificazione	I

trasesterificazione	II

1. 2’OH	della	A	agisce	attraverso	un	attacco	nucleofilico
sul	gruppo	fosfato	della	G	conservata

2.					Si	forma	la	“RAMIFICAZIONE”	(giunzione	a	3	vie)

3. Essone	G-3’OH	(donor)	agisce	attraverso	un	attacco	nucleofilico
sul	gruppo	fosfato	dell	introne	G	(acceptor)

4. No	ATP	investment	!!!



• Il	branch	point	site	nei	lieviti è	conservato	ed	
la	sequenza	consenso	è	UACUAAC..

• Il	branch	site	si	trova	18-40	nucleotidi	a	
monte	del	3	ʹ splice site.

• gli	eucarioti	superiori	hanno	sequenze	
correlate	(cryptic	sites)

• Il	ruolo	del	branch	site	è	di	identificare	 il	3’
più	vicino	come	bersaglio	per	collegarlo	al	5	ʹ 
splice	site

Definition	of	the	branch	point	site



Il	macchinario	dello	spliceosoma
-splicing	in	vivo-

Complesso	constitutito	da	150	proteine	e	5	ncRNAs,
consuma	ATP!!

Componenti	ncRNAs:	snRNAs	(200-300	nt)
=	piccoli	RNA	nucelari	
=	small	nuclear	RNAs
“U1,	U2,	U4,	U5,	U6	snRNA”

snRNAs	formano	complesso	con	proteine
=	piccole	ribonucleoproteine	nucleare
=	small	nuclear	ribonuclear	proteins
=	snRNPs

Le	snRNPs	coinvolte	nello	splicing	sono	U1,	
U2,	U5,	U4	e	U6	snRNPs.
Ogni	snRNP	contiene	un	solo	snRNA	e	
alcune	(<20)	proteine.	
Un	nucleo	strutturale	comune	per	ogni	
snRNP	consiste	in	un	gruppo	di		8	proteine.

spliceosom
a



1.	Riconoscimento	splice	donor	e	punto	di	ramificazione	

2.	snRNPs	portanto	vicino	splice	donor	e	punto	di	ramificazione	

3.	snRNPs	catalizzano	il	taglio	e	la	giunzione	dell’RNA

Re-arrangement

RNA:RNA
ibridi

RNA:RNA
ibridi

Riarrangiamenti	 e	catalisi	all’interno	dello	splicosoma

RNA:RNA
ibridi

RNA:RNA
Ibridi

Residuo	A	viene	spinto	fuori

yeast

Taglio	1 Taglio	2



Le	vie	dello	splicing:	CANNONICAL	SPLICING
E:	early	complex:
U1	snRNP	riconosce	splice-donor	(RNA:RNA	ibiridi)
U2AF	subunits	si	legano	al	Py-track	(65)	e	splice	acceptor	(35)
BBP	si	lega	al	branch	point	e	interagisce	con	U2AF65
A:	complex	A:
U2	snRNP	riconosce	branch	point	site		(RNA:RNA	ibiridi	e	aiuto	da
U2AF);	BBP	va	via
Presentazione	del	A	per	nucleophilic	attack

B:	complex	B:
U4,	U5,	U6	snRNPs	si	uniscono	al	complesso
U1	snRNPs	esce	e	U6	snRNP	lo	rimpiazza	
U2AF	esce	dal	complesso

C:	complex	C:
Riarrangiamento innesca	la	catalisi:
U4	snRNPs	esce,	permettendo	la	interazione	tra	U2	ed	U6	snRNP
Formazione	del	sito	attivo
Transesterificatione	I:	branch	site	point	– splice	donor
Transesterificazione	II:	U5	snRNP	supporta	ligazione	splice	donor
Splice	acceptor

Splicosome	disassembly	and	exit	of	RNA	is
supported	by		RNA	helicases



2	tipi	di	splicosome
Splicosoma	maggiore
(major	Splicosome)

GU AG

Splicosoma	minore
(minor	splicosome)

Sequence	di	riconoscimento
diverse

Costituenti	diversi
800	geni	umano	contengono

minor	introns

Mechanismo	conservato



Self-splicing	introns:	autocatalytic	 splicing

un GTP si lega 
ad una tasca ed 

attacca il 
5’splicing site. 

400-1000 nt
400-1000 nt

Long!!!

Group	I	+	II	introns
-Maggior	parte	della	
sequnenza	e	necessario
“RNA-Structure”!!
-No	splicosome	required
-RNA	associated	with	
proteins
- in	vitro	splicing:	
special	salt	concentrations
substitute
RNA	binding	proteins



Principali	 varianti	di	Splicing
A.	Classic	splicing	in	cis

AAAAAAAApre-mRNA	

AAAA

AAAAAAAA

pre-mRNA	gene	X	

pre-mRNA	gene	Y	

Mature	mRNA	gene	XY	 AAAA

donor

acceptorB.	trans-splicing
Frequente	in	nematodi
(C.	elegans)

AAAAAAAApre-mRNA	

C.	Alternative	splicing



Splicing	alternativo	– Alternative	Splicing

• Il	gene	troponina	T	dà	luogo	a	due	forme	con	due	esoni	diversi:	o	il	3	o	il	4
• In	genere	le	alternative	possono	essere	costitutive o	regolate

Relevance	of	alternative	splicing:
à90%	of	human	genes	encode	splicing	variants
à 40%	of	drosophila	genes	encode	spilcing	variants
à 1	– 38000	splicing	variants	per	gene	reported

INCREASE	OF	GENETIC	COMPLEXITY

Other	tissues

Smooth	muscles
Troponin:Im
portant	for	
muscle	
contraction



trans-
splicing

Exon-
skipping

Extended
Exon

(alternative
3’	or	5’

Splice	site)

Intron
retention

Mutually
excluive
exons

5	modi	di	processare	un	RNA

Additional	
ways	to	obtain
transcript	variants
with	different	exon	content



L’antigene T del virus della scimmia SV40 ha due 5’ splicing site alternativi (5’SST e 5’sst). 

5’sst da luogo a un trascritto più lungo con uno stop codon (t-antigen)

5’SST and un trascritto più corto e peptide più lungo (T-ag) 

Il rapporto tra i due è regolato dai livelli della proteina di splicing SF2/ASF à livello alto

SF2/ASF: 5’SST usage à piu t-ag mRNA (si lega al 3’exon e aiuta asemblaggio del splicosoma

Trasformazione	– drives	cell	division	Protects	from	apoptosis

Esempio di Splicing alternativo – Il virus di scimmia SV40



Meccanismi	per	garantiere	uno	splicing	mutualmente	exclusivo	I

Splicing	options
found	in	vivo

snRNP	U1	
blocks	access
of	splicosome

on	splice	acceptor	site
In	intron2

snRNP	U2	
blocks	access
of	splicosome

on	splice	donor	site
In	intron	2

L’ingombro	sterico	– sterical	hindrance



Meccanismi	per	garantiere	uno	splicing	mutualmente	exclusivo	II	+	III

Combinazione	major	and	minor	splicosome	introns

Decadimento	mediata	da	un	codone	nonsense	 “anticipato”

NMR	Decay
Non-sense	mediated	RNA	decay



Esempio di splicing alternativo regolato 
Activators	and	repressors	can	regulate	exon	usage:

RNA	sites	bound	by	splicing	regulators	are	called:
ESE:	exonic	splicing	enhancer
ESS:	exonic	splicing	silencer

ISE:	intronic	splicing	enhancer
ISS:	intronic	splicing	enhancer

Examples	for	splicing	regulators:

SR	Protein:

RRM	
domain

RS	
domain

Binds	ESE/ISE	 Recruits	splicosome

hnRNPs:
Recruit	splicosome	or	
Block	splicing	sites



SR	Protein:

RRM	
domain

RS	
domain

Binds	ESE/ISE	 Recruits	splicosome

hnRNPs:
Recruit	splicosome	or	
Block	splicing	sites

Esempio di splicing alternativo regolato 

PTB:
à Binds	to		intron	sequence	downstream	of		exon	2
à Interacts	with	U1	and	blcoks	the	assembly	of	the
Splicosome

àSplice	donor	of	intron2
is	inactive

à upstream	exon	2	will
be	skipped	 Exon	1 Exon	2 Exon	3



Vantaggi degli exoni

1)	possibilità	 di	generare	
prodotti	proteici	multipli	
attraverso	lo	splicing

2)	Creazione	di	nuovi	geni						
attraverso	il	
rimescolamento	 	degli	
esoni.

à Spesso	gli	esoni	
codificano	domini	
strutturali	con	funzioni	
distinte.

à Molti	geni	si	sono	evoluti	
duplicando	degli	esoni

à Esoni	simili	 si	possono	
trovare	in	proteine	molto	
diverse



Vantaggi degli exoni



Errori nello splicing	del	pre-mRNA	causano diverse	malattie umane
beta-talassemia

Beta	thalassemias	(β	thalassemias)
are	a	group	of	inherited	blood	disorders.
They	are	caused	by	reduced	or	absent
synthesis	of	the	beta	chains	of
hemoglobin	that	result	in	variable
outcomes	ranging	from	severe
anemia	to	clinically	asymptomatic
individuals.	
Global	annual	incidence	
is	estimated	at	1	in	100,000.

Individuals	with	beta	thalassemia	
major	usually	present	within	the	
first	two	years	of	life	with	severe	
anemia,	poor	growth	and	skeletal	
abnormalities	during	infancy.	
Untreated	thalassemia	major	
eventually	leads	to	death,	usually	by	
heart	failure;	therefore,	birth	
screening	is	very	important.



Molte	mutazioni	puntiformi	sono	sostituzioni	nucleotidiche	che	inficiano	lo	splicing	del	pre-mRNA.

Circa	il	15%	delle	mutazioni	puntiformi	patologiche	per	l’uomo	modifica	sequenze	di	splicing.

Ad	es.	un	tipo	di	beta-talassemia	è	causato	da	una	mutazione	nel	primo	introne	del	gene	della	beta-globina	che	determina	la	
formazione	di	un	sito	3’	per	lo	splicing	generando	un	trascritto	anomalo.

Errori	nello	splicing	del	pre-mRNA	causano	diverse	malattie	
umane

Mutation	creates
new	splice	
acceptor


