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1. Presentazione corso

· Le lezioni sono suddivise in lezioni di spiegazione e lezioni di seminari su articoli originali tenute dagli studenti. 

· Ogni seminario dura circa 15 minuti (10 min di presentazione e 5 di discussione).

· Gli studenti sono divisi in gruppi di tre persone e sono assegnati tre articoli originali per gruppo (gli articoli sono divisi in tre tematiche A, B, C).

· Ciascun componente del gruppo sceglie uno dei tre articoli da presentare in un breve seminario secondo un calendario prestabilito. Gli altri due componenti del gruppo dovranno prepararsi a rispondere a domande (semplici) sull’articolo alla fine del seminario

2. Tecniche

· richiamo clonaggio e PCR

· analisi di espressione: Northern, RNAse protection, RT-PCR ecc.

· analisi di proteine: western, immunoprecipitazione

· interazione DNA-proteine: EMSA, footprinting, Chromatin ImmunoPrecipitation

· interazione proteine-proteina: doppio ibrido, coimmunoprecipitazione

· sistemi di espressione: invitro, cellule in coltura, animali transgenici

3. Regolazione trascrizionale I: 
sequenze cis-agenti

· RNA polimerasi eucariotiche (richiamo)

· Promotori in generale (richiamo) 

· Promotori pol I: 
descrizione dei geni rRNA





elementi di sequenza (promotore prossimale, distale, promotori

 



degli spaziatori, enhancer negli spaziatori)





fattori di trascrizione (UBF, SL1, TIF-1A)

· Promotori pol III: 
geni trascritti da pol III





promotori (intragenici, a monte, misti)





fattori (TFIIIA, B, C, fattori in comune con promotori pol II)

· Promotori pol II:
elementi dei promotori pol II (promotore prossimale, distale



 

enhancer)





struttura modulare dei promotori e degli enhancer

· LCR e isolatori

4.  fattori basali

· formazione del complesso d'inizio

· interazione TBP-TAF

· coattivatori: complesso del mediatore

· ruolo del CTD di Pol II

5. Regolazione trascrizionale II: fattori specifici

· Struttura dei fattori di trascrizione:
elementi caratteristici









domini modulari









intercambiabilità dei domini

· Domini di attivazione trascrizionale

· Domini di legame al DNA:
homeodomain








Zn fingers








bZIP







bHLH

· Regolazione positiva, negativa

· Fosforilazione

· Dimerizzazione dei fattori di trascrizione

6. cromatina e trascrizione

· Relazione tra cromatina e trascrizione

· Alterazioni cromatina:
modificazioni istoni

· rimodellamento

· Complessi di rimodellamento

· Acetilasi e deacetilasi

· Proteine polycomb

7. Regolazione post-trascrizionale I: splicing

· RNA binding protein:
hnRNP

domini di legame

· Formazione spliceosoma

· Interazioni RNA-RNA nello splicing

· Sintesi delle snRNP:
trasporto snRNA

proteine SM

· Regolazione dello splicing:

enhancers e silencer di splicing

proteine SR

"definizione" degli esoni

8. poliadenilazione

· Terminazione della trascrizione

· Meccanismo e fattori di poliadenilazione

· Relazione tra trascrizione, splicing e poliadenilazione:
"Fabbrica dell'RNA"

· Splicing alternativo:
descrizione

esempi

fattori specifici

· Poliadenilazione alternativa

9. Regolazione post-trascrizionale II: trasporto

· Poro nucleare:
struttura

composizione

· Trasporto attraverso il poro:
meccanismo

elementi cis-agenti

· recettori (esportine, trasportine)

· Proteine navetta

· Ruolo della GTPasi Ran

10. stabilita'

· Fattori che influenzano la stabilità dell'mRNA:
elementi cis-agenti

"RNA binding proteins" trans-agenti

· Metodi di studio della stabilità dell'mRNA

· Meccanismo di degradazione

· Regolazione della stabilità:

· Sequenze ARE:
mRNA che contengono le ARE

proteine che legano le ARE

· Nonsense Mediated Decay: 
meccanismo

fattori Upf

11. Regolazione post-trascrizionale III:
micro RNA

· RNA interference:

meccanismo

significato biologico

uso come strumento di studio

· stRNA in C. elegans

· micro RNA nei mammiferi:
biosintesi

mecanismo

· confronto siRNA - miRNA

12. Mondo a RNA

· autosplicing in Tetrahymena

· attivita' catalitica dell'introne L-19

· ribozimi:
hammerhead

RNAse P

viroidi e virusoidi

· ipotesi del mondo a RNA

· (tecnica SELEX)

13. Regolazione traduzionale I: fattori

· fattori di allungamento

· meccanismo dell'inizio di traduzione

· prima fase:
eIF2,

eIF2B

eIF3

· formazione complesso 48S:
eIF4F

· interazione 5'-3' nell'mRNA

· interazione tra fattori: eIF4G

14. meccanismo

· meccanismo dello scanning:
consensus di Kozak

ruolo di 4A e 4B

· saggio del "Toeprint"

· inizio mediato dalle sequenze IRES

· saggio dell'mRNA bicistronico

· fattori coinvolti nell' inizio mediato dalle sequenze IRES

· eterogeneita' delle sequenze IRES virali.

15.- Regolazione traduzionale II: regolazione generale e signaling

· Fattori coinvolti nella regolazione generale

· Vie di trasduzione con bersaglio nel citoplasma

· Uso di inibitori specifici di vie di trasduzione

· Regolazione di eIF2alfa:
chinasi






regolazione di mRNA specifici

· Regolazione eIF4E:
chinasi





interazione con 4E-BP

· Alterazione della traduzione mediata da virus

· Via di trasduzione Akt/mTOR:
elementi a monte







bersagli

· Alterazione della traduzione e trasformazione tumorale 

16. regolazione traduzionale specifica

· metodi per studiare la regolazione traduzionale

· meccanismi d'azione di regolatori traduzionali specifici

17. - 18. Regolazione traduzionale III: esempi regolazione

· Poliadenilazione citoplasmatica:
CPE







CPEB

· Regolazione dipendente dal ferro:
ferritina







recettore trasferrrina

· GCN4:

ruolo degli uORF




regolazione feedback

· Lipossigenasi:

elementi cis-agenti





fattori trans-agenti





meccanismo d'inibizione traduzionale

(Ceruloplasmina)

