informazione ed
espressione genica



ACIDI NUCLEICI (DNA, RNA)

* Gli acidi nucleici trasmettono il patrimonio
genetico e determinano la sintesi proteica,
quindi la struttura e le funzioni cellulari.

e DNA: acido degs
e RNA: acido rib




Esemplificazione del flusso di informazione genetica:

replicazione o duplicazione

DNA \“ “ | proteine |

trascrizione traduzione
della della
informazione informazione

chromosome
Package DNA

Protein

Perform all

celiutar functions




Definizione di genoma

* 1l complesso dell'informazione genetica di una
cellula

 |a massa totale del DNA cellulare

* 1l patrimonio ereditario dell'organismo a cui
appartiene



Organizzazione generale -
genoma umano
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Il genoma umano ¢ distribuito in molecole di DNA che costituiscono 1
cromosomi:
22 tip1 di AUTOSOMI
2 tipt di ETEROCROMOSOMI (X e Y)
Corredo aploide 3.200.000.000 bp ovvero 3.2 Gbp
Contenenti, s1 stima, circa 23.000 geni
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Cariotipo umano
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lunghezza DNA UMANO: 1,7m

Diametro medio del nucleo: 5 micron
ISTONI:; PROTEINE BASICHE CHE PERMETTONO IL COMPATTAMENTO DEL DNA

Salenaide
DNA 4 ' '
V- 4 . Bl Linker— &
5 Il nucleosoma ¢ il DNA 550 o i
A -l / avvolto interno al core e,
. . o ,|'l "‘!‘
4 " di due molecole dascune Bl )
E} , di H2A, H2B, H3e Ha. Ui lr—'?ﬂl
:3",: 2% " - =
Fibra cromatinica da 10 nm
E ‘
“
=
5.
=5
S
o5 Mg 2 ) e P . i ! E
Figl-"'ﬂ 4'-|3 Mucleasomi Linker Fibra cromatinica
Livelli di oreanizzazione nella cromatina e nei cromosomi eucariotici.

DUE CLASSI DI ISTONI:

H2A, H2B H3, H4 _si organizzano in strutture ottametriche su cui si avvolge il DNA,
formando il NUCLEOSOMA P’unita fondamentale della cromatina

H1 consente I’avvicinamento dei nucleosomi mediante un legame testa-coda tra altri

istoni H1, formando il SOLENOIDE
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MRNNG -

DNA a doppia elica

Collana di perle: -
nucleosoma 146 bp, ‘ m e £ w‘;‘
DNAIliker 50bp g B

Nucleosoma
(“perta”)

a) Nucleosomi (“collana di perle”)
\ J

v

solenoide: spessore
30nm

30 nm

b) Fibra di cromatina di 30 nm Nucleosoma
AN J

v

+— Domini
ad ansa

Anse: spessore
300nm IEIOO nm

c) Domini ad ansa

i\

Superanse: 700nm

2
% 700 nm
d) Eterocromatina
Cromosoma \ﬂ—/ Cromatidi

metafasico: e
1400nm, massima

e) Cromosoma duplicato e altamente condensato delle cellule in divisione

compattaZ|°ne de"a Figura 1.62 Le diverse fasi di compattamento del DNA negli eucarioti. Disegni ed immagini al ME mostrano come a partire da
. DNA nudo si arrivi al cromosoma metafasico. (a) la doppia elica del DNA e la successiva formazione della “collana di perle”; (b) la fibra cromati-
cro matl na nica di 30 nm; (€) domini ad ansa; (d) formazione di superanse; (e) il cromosoma metafasico, duplicato ed altamente compattato.
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 Eucromatina:

« Forma lassamente compattata di DNA, e la forma sempre
trascrizionalmente attiva

 Eterocromatina

« Forma compattata del DNA

« ETEROCROMATINA COSTITUTIVA: non viene mai
trascritta, DNA sempre compattato in tutte le cell (es.
sequenze altamente ripetute)

« ETEROCROMATINA FACOLTATIVA: inattivata in
modo specifico in alcune fasi della vita di un organismo
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DNA genomico:

32% DNA genico
68% DNA extragenico

llllll

Ma cosa sono i geni?

Biologia Applicata_M.Greco
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I1 gene e una delle tante istruzioni contenute in ogni cellula,
1struziom utili a realizzare le strutture e le proprieta cellulari

FUNZIONI

DEI GENI METABOLISMO
INFORMAZIONE GENETICA
STRUTTURA

SEGNALI
FUNZIONI TESSUTO-SPECIFICHE 2

GENI PER RNA NON TRADOTTI
(rRNA 85%, tRNA 10%, RNA non-codificanti
(ncRNA))
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Il gene e ESPRESSIONE GENICA

una regione di DNA
trascritta che contiene
istruzioni per la sintesi
di una proteina, di un
RNA o ignota

TRASCRIZIONE

RNA polimerasi

;ﬂ
fChromosome

|mRNA|

l TRADUZIONE I

%

| PROTEINA |
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* Ad ogni divisione cellulare il DNA viene
replicato e ciascuna cellula figlia contiene una
copia completa del genoma



1953: Watson e Crick
propongono il primo
modello strutturale del
DNA.

Appaiamento tra basi
complementari nella deppia
elica di DMA; A si appaia
con T, Goon C,

Regola Chargaff
A=Te G=C

della

replicazione

Direzicne l‘

Nel DNA si formano legami
a idrogeno fra adenina e
timina

e fra guanina e citosina tra
catene

anti-parallele.

| due filamenti si
svolgono e si separang

Cizscun filamento
“wecchio” ¢ uno stampo
per 'aggiunta di basi
secondo le regole
dell'appaiamento tra bas

Il risultato sono due
doppie eliche di DMA
che sono copie esatte
della molecola ai DMNA
parentale con una catena
“wecchia™ e una catena
"nuova”.
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La duplicazione del DNA si esplica attraverso il
meccanismo della replicazione.

| step: separazione del filamenti complementari di
DNA mediante Pintervento della DNA elicasi.

Il step: Pintervento delle proteine destabilizzatrici
dell’elica e della DNA polimerasi.

Il step: le topoisomerasi operano il “taglia e cuci”
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Muovao Filamento

filamente stampo
Estremita !
Est:remlta ¥ p

P c
4 e
g el e N
< asdil
a
; -

f
OH C
Estremita 3' LJ‘ ¥

T O s
[
[}
Direzione JI'
di crescita ;:
della nuova 4 #
catena ‘] 0" 2,
[
P
f
C
by
A E
[
P

Estremitd 5'

il

D |l filamento stampo con due nucleoti
del nuove filamento assemblati,

Estremnita 3

Estremita 5

{
7\0 ch .G
c
[
[

The
&
(2]
o
p
O’\.

Kl

—
4 OH Estremitd 3
Vs

PPP—g ’
el § T@ T H'D‘/ .

pa e

Mucleatide |I|
entrante OH C
Nucleoside ‘_,f =
trifosfato . .
o5 o,
/
[

Estremita 5'

.

B Un nucleoside trifosfato con una base
A forma un appaiamento tra basi
complementari con il nuclectide successive
el filamento stampo

¥ Estremita ?:
Estremitd 5 Jer
Cf o o@: c’/‘“—%s
)
/
3%, 5 fosfgd"@;;erlco

) LT
N —/ P
+ —
.P P S Cllr o T~ :".’\{
Pirafosfate K,x P Cs
:

Lidralisi
farnisce

energia  OH Estremita 3 F=amC
per ¥
I'allungamente d

della catena Cs
¥di DNA {
P
Pi+ Pi |
C
b
% o |,
i
P
T
Estremitd 5'

B Formazicne di un legame
fosfadiesterico che collega il nuovo

o nuciectice nggll,nrn alla terminazione
della catena esistente, allungandola di

La sintesi del DNA procede sempre in direzione 5°-> 3°, un nucleotide alla volta viene
aggiunto all’estremita 3’ della catena nascente ad opera della DNA POLIMERASI
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FORCELLADI )0, 00000 00000.00000 4
R E P L I C A Z I O N E Attacco delle elicasi alla doppia elica

Forcella di

replicazione  gp » 30H Leading
Leading 30H g 5P ' _
; Forcella di
chain il f[‘;.f f%? il replicazione
o ——
Due forcelle di replicazione procedono 1 mﬂ‘{ﬁﬂlﬂ di ATP/ Em:d elica F====
in entrambe le direzioni a partire ~L 0 ] oy I

_ AttaccO délle Prateing ai filamenti singoli paspantanesl saparati
In ogni forcella la direzione di sintesie
5°=3 'LM"__;.' Elicasi, proteine che si attaccano alla doppia elica e la aprono

Proteine di srotolamento, che destabilizzano |’elica dopo essersi
attaccate ai filamenti singoli

—»Direzione di avanzamento
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“primer”: ....

DNA polimerasi

*I' Origine di replicazione

Torsione introdotta
nell'elica a causa dello
svolgimento della
molecola

_ Proteine destabilizzatrici
dell'elica

RNA primer

DNA polimerasi

elicasi

31

Direzione

di replicazione
—_—

Biologia Applicata_M.Greco

e L.a sintesi di DNA necessita di un “iniziatore” o

(1) La sintesi del DNA inizia in corrispondenza
di una origine di replicazione.

(2) | filamenti vengono separati nel punto di
origine e svolti dalla DNA elicasi che
“cammina” lungo la molecola di DNA
precedendo gli enzimi deputati alla sintesi.
Proteine destabilizzatrici dell'elica si legano
al DNA a singolo filamento, impedendo che
possa riappaiarsi. La zona di attiva sintesi del
DNA corrisponde alla “forca di replicazione”
che si & formata nel punto di congiunzione
tra i tratti di DNA a singolo filamento ¢ la
regione a doppia elica. La sintesi
procede su ciascun filamento singolo in
prossimita della forca in direzione
=3

(3) Al termine della replicazione si ottengono

due molecole figlie, ognuna delle quali
possiede un filamento vecchio ed uno di
nuova sintesi. Ogni doppia elica
rappresenta un cromatide di un
cromosoma duplicato.



* ......e procede in due direzioni opposte.

Doppia elica

filamento guida

Forca replicativa

5’ Filamento lagging
(Primo frammento di Okazaki) o :
Direzione di
replicazione
3 —_—

Filamento leading

3
RNA
primer

frammenti di okazaki

g Frammenti di Okazaki

%

Filamento leading

3

Terzo frammento di

DNA ligasi A Okazaki

Filamento lagging
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@® 1l filamento guida (leading) € sintetizzato senza
interruzione nella direzione della forca di
replicazione, mentre il filamento in ritardo (lagging)
@ sintetizzato in direzione opposta alla forca di
replicazione. L'inizio della sintesi per
entrambi i filamenti richiede un primer di RNA
poiché il DNA puo essere allungato solo per
aggiunta di nucleotidi all’estremita 3’ di un
filamento polinucleotidico gia esistente.

@ Il filamento in ritardo & sintetizzato come una serie
di corti frammenti, chiamati frammenti di Okazaki.
La sintesi di ogni frammento di Okazaki inizia con
la sintesi di un primer a RNA. Notare che il primo
frammento di Okazaki sintetizzato & ora quello
piu lontano dalla forca di replicazione.

@ Dopo che ciascun frammento di Okazaki & stato
allungato dalla DNA polimerasi, I'RNA primer
viene degradato, i vuoti vengono riempiti con un
nuovo DNA ed i frammenti aggiunti vengono



Figura 4.1

Come sono replicati i
filamenti stampo
antiparalleli a livello di una
forcella di replicazione. ||
filamento stampo che si
presenta alla DNA,
polimerasi nella direzione
5 — 3 errata” — |l
filamento in basso in (a) —
& copiato in corti pezzi
orientati in direzione
opposta al movimento della
forcella. | brevi frammenti

sono poi legati in una catena

continua (b). L'effetto
complessivo & la sintesi di
entrambi i filamenti nella
direzione del movimento
della forcella,

a. Filamento stampo
anticipato

Forcella di replicazione
5!
3!

Direzione >
di svolgimento del DNA

Filamento stampo
ritardato

5!
Filamento anticipato “

Filamento ritardate 5

5!
3!

WEREEEE
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Azione della topoisomerasi | e |1

Topoisomerasi |

AAXAXAX

Topoisomerasi |1
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Enzimi della replicazione del DNA

Enzimi
Elicasi

Proteine che legano il
DMAa :-;'lrlgc:h:- flarnento

Primasi

DMA polimerasi

DMNA ligasi

Topoisomerasi

Funzione
Svolge I'elica del DNA

Stabilizzano il DNA nella configurazione
a singolo Ailamento

Assembla gli inneschi di RNA

Sintetizzano le catene di DNA a partire
dagli inneschi; eliminano gli inneschi
e simultaneamente sostituiscono

i nucleotidi degli inneschi con i
nucleatidi a DNA

Chiude i nick lasciati dopo la sostituzione

degli inneschi di RMNA con il DNA

Eliminano i superavvolgimenti e le
tensioni del DNA davanti alla forcella
di replicazione {nel DMNA circolare)
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DNApolimerasi

Direzione della sintesi

DNA polimerasi procariotiche ed eucariotiche

Attivita esonucleasica

Funzioni possibili

Procariotici
Polimerasi 1

Polimerasi 11

Polimerasi 111

Polimerasi IV
Polimerasi V

Eucariotici
Polimerasi o

Polimerasi 8
Polimerasi
Polimerasi &

Polimerasi &
Polimerasi £
Polimerasi 1

5!

5!
5!
5!

5!

5!
5!
5!

5!
5!
5!

—3
—3
—3

—3
—3
—3

3'—5

5 —3

3'—5

3" —5'
?
?

3'—>5

MNessuna
e — 5
e =i

3" =5’
?
?

Riempimento dei “gap™ lasciati dalla rimozione
dell'innesco; riparazione del DNA

Riempimento dei “gap” lasciati dalla rimozione
dell'innesco; riparazione del DNA

Enzima principale della replicazione

Enzimi che polimerizzano nonostante esista
un danneggiamento del DNA

Enzima principale della replicazione (assieme
alla polimerasi &); riparazione del DNA

Riparazione del DNA

Enzima della replicazione dei mitocondri

Enzima principale della replicazione (assieme
alla polimerasi &)

Riparazione del DNA

Enzimi che polimerizzano nonostante esista
un danneggiamento del DNA
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Elicasi
enzima di svolgimento del DMA)

REPLICAZIONE
DEL DNA

La elicasi svolge il DMNA e la primasi
¥ sintetizza corti inneschi di RMA.

Direzione globale

2 r il ﬁhmsn‘o- "‘\}( i o "EF.’I-'CE Zi‘:"“. e I I -Cas I -
tampo pe Farcella di replicazione p rl m aS I

Filamento anticipate  DMA polimerasi

RNA  DNA - RMA .

punti di partenza per I'aggiunta di nuclectidi

g + B Cli inneschi di RMA sono utilizzati come
3 DMA da parte delle DMNA polimerasi,

Filamento ritardato
f‘ DMA polimerasi

DNApol.

B) 1 DMA sisvolge ulteriormente e la

s sintesi del filamento anticipato procede in
made continug, mentre un nuave innesco &
sintetizzate sul filamento stampo ritardato
ed allungato dalla DMA polimerasi,

r 1 Innesco esteso dalla Innesco neosintetizzato
DMA polimerasi

Un zltro tipe di DMNA polimerasi
rirmuave gli inreschi di RNA e | sostituisee
con il DMNA, lasciando um nick tra |
frammenti di nuova sintesi,

ligasi

= 4 B !l nick & chiuss

dalla DMA ligas,

L Il DMA continua a svolgersi e il ciclo
Filamento anticipata : s | di sintesi siripete come prima; sintesi
Filamenta ritardato : continua del filamente znticipato e sintesi
di un nuove segmento da aggiungere al
filamenteo ritardata,

. # Innesco esteso dalla Innesco neosintetizzato
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Dri%ine Doppia elica di DNA

S S

Forcelle di replicazione 1 Direzione di replicazione

j"_:':k_" "‘_IJ".-'-'-""_"--.'H._I_"'

T N N
— N7 ~Z
B — == = =
Figura 4.15

Replicazione da origini multiple nei cromosomi eucariotici.
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kbl TR Filamento stampo DMNA polimerasi
L'attivita di correzione 3 Jo . b S — _
di bozze di una DNA A. ) "q_,i | ;“H-‘TE -G"C k E]T : “ Lenzima continua ["attivita

in avanti come DMNA polimeras

polimerasi.

fne a quando il nucleotide pit

1 i i

H “ cTicc [ - recentemente aggiunto & appaiato

30 g ' l3'__d,ff correttamente.

Nuovo filamento ;

¥ 5

A
+ B} Uenzima aggiunge un nucleotide

H appaiato in modo shagliato.

5 o

Nuovo filamento ‘

T — _“H — " .

AlciTe nwe g A lv ad ¢ |‘: ci T E} Lenzima fa marcia indietro, agendo
.'| . 2 J 1 Rl . come una desossiribonucleasi per
} 1 _,\‘ 2l rimuovere il nucleatide appaiate in

H A |q ?f 19 y - mado shagliato.

5 1 x‘Tﬁ' W

¥ T T ] §
AcTeAdeATGGccdT

- |'| 1501 | Bt L'enzima riprende I"attivita in avant

H “ a T% E‘ 3 r I.-"Iq_'.. come DMNA polimerasi,

30 Y 13 7
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Fnlarnentn stampo A?pauamentﬁ errato tra le basi

HH Cli enzimi della riparazione
riconoscono una base appaiata in modo
errate e rompono un hlamento del DNA
a livello delle frecce.

MNuovo fila mentc:

F.irazinne di basi
appaiate in modo

errato nel DNA

replicato.

3 3 5 _ -
G E A JJ A AGT B} Cli enzimi rimuovono da poche a

molte basi, compresa la base appaiata in
mado errato, lasciando uno spazio vuoto
nel DMA,

3!

Lo spazio vuoto é riempito da
una DMNA polimerasi utilizzando il
filamento stampe intatto come
guida.

riempimento dello spazio

Il nick lasciato dopa il riempimento
dello spazio vuoto & saldato dalla
DMA ligasi per completare |a

l Mick lasciato dopo il
T
I riparazione.
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Procarioti

La replicazione da una singola origine
nel DNA circolare dei procarioti.
Origine

A~ T
/\ \

=N W _,©

I Forcelle
di replicazione

DMNA a doppia elica
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espressione genica



TRASCRIZIONE

rRNA mRNA tRNA
(ribosomale) (messaggero) (transfer)

TRADUZIONE

Proteine
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a. Procarioti

B

Maturazione
dell’lRNA

POleeptlde

Rubosoma

Traduzione \
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Parte di un

cromosoma 3 LLALTARAIANRRRRIIRTRRTRiRRIRARRRRRiN.

Filamento 3 5
di DNA

|
P A LA
mRNA saﬁuﬁﬂﬁlﬂaﬁgus,

g w

Codone

l

Polipeptide --{ Cys H Ala H Pro H Lys --

Aminoacido

PROCESSO DI TRASCRIZIONE E TRADUZIONE

LEGEMDA

e
Cys = cisteina  Pro = prolina

DELL'INFORMAZIONE GENETICA

Ala = alanina  Lys = lisina Biologia Applicata_M.Greco




Gruppo
fosfato

Basi

Zuccheri
Purine Pirimidine

HOCH 0 OH H H
7 N/ N\ 3 N/ N -~
H H J\ | D | /k
H H = H H

=’
H

HO H H
B- b -desossiribosio Adenina (A) Timina (T)
(nel DNA) (nel DNA)

0 "\N/
Yy C
N N | N
)%N I N>—” ) N/ko
A 1™\

Guanina (G) Citosina (C)

p-p-ribosio (nell’RNA)

Nucleotide
A

Gruppo

- 2 |
fosfato CI) 4.(! g uccherH o
I\ i/ |
N
HO OH hRNA“

(H) <—DNA

¥ z
Nucleoside
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N 0

| \

H
Uracile (U)
(nell’RNA)

RNA

costituito dal
ribonucleotidi:
D-ribosio, base
azotata, residuo di
acido fosforico



IL CODICE GENETICO_ nel’RNA la Timina ¢ sostituita dall’Uracile

Seconda base del codone COd(_)nl d_l
terminazione
C A VDA
o
ucu uAU Tor Ala = alanina
uee UAC 4 Arg = arginina
UCA Ser T n Asn = asparagina
. Asp = acido aspartico
uca UAG Cys = cisteina
cuu cCcu CAU . Gl = glutammina
2 cuc coc CAC His H & Glu = acido glutammico
-§ c cunr B coa B | can “ g Gly = glicina
v Gln T His = istidina
< CUG CCG CAG b lle = isoleucina
Codone di ¥ AUU ACU AAU & Leu = leucina
. - L] n sn ﬂ N
INiZio z|a|AUC e [Acc | AAC g E"‘t"'s':f’ |
: - = r et = metionina
(metlonma a AUA ACA AAA Lys n @ Fhe = fenilalanina
l8e]  Met| ACG AAG Pro = prolina
GUU GCU GAU Ser = serina
ile o aac P Thr = treonina
Val Ala Trp =triptofano
GUA GCA GAA Glu n Tyr =tirosina
GUG GCG GAG GGG Val =valina

Figura 5.5
Il codice genetico scritto nella forma in cui i codoni appaiono nel’mRNA. In verde & mostrato il codene di
inizio AUG che codifica per la metionina; i 3 codoni di terminazione seno riquadrati in rosso.
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La trascrizione genera diversi tipi di RNA:

sintesi delle proteine, funzione strutturale
e catalitica

tRNA o RNA transfer o RNA di
trasporto

“adattatore” nella traduzione delle
sequenze di nucleotidi in aa ovvero
trasporta gli aa per la sintesi (traduttore)

mRNA o RNA messaggero
trasferimento informazione da DNA a
citoplasma

Trascritto primario o pre-mRNA o
HnRNA o RNA eterogeneo nucleare
mRNA immaturo degli eucarioti

ncRNA o RNA non codificanti
cooperano alla regolazione genica

DNA

aa legato

~ al tRNA

Biologia Applicata_M.Greco
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Il processo e realizzato da enzimi chiamati

RNA polimerasi DNA -dipendenti

{

I’enzima s1 lega ad una sequenza sul DNA detta promotore

Negli eucarioti:
RNA polimerasi] —p IRNA
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WA
Pre-mime | |

[~ g
| Maturazione dell RNA A
S . EMA
| S _.--_f.'iﬁ' |
| =
Traduz
i v !
o Pelipeptide ) _
\\ — e, / RNA palimerasi
\‘-». _Ribosa
Doppia elica
di DNA

si lega al DMNA all'inizic del gene che
deve essere trascritto...

... e il DMNA inizia a svolgersi davanti
all'RMA pelimerasi, che inizia a
muoversi lungo il DNA.

Svolgimento della
doppia elica di DNA

ROVGUGU [T aORO0

Una molecola di RNA polimerasi

TRASCRIZIONE:

sintesi del’RNA sullo stampo di
DNA

RNA polimerasi

Solo un’elica funge da stampo, un
filamento puo essere trascrivente in
alcuni tratti e non-trascrivente in altri

a Durante la trascrizione i
nudeotidi di RNA sono aggiunti
uno dopo |'altra mediante
appaiamento complernentare

Riavwolgimento
della doppia elica
di DNA

ROVGUHGUOTy

di DNA

Il traseritto di RNA
¢ rilasciato
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con lo starmpo di DNA.

La trascrizione procede
fino alla fine del gene

B el momento in cui

‘intero gene & stato trascritto

a copia di RMA viene rilasciata.
La regione di DMA svolta

si riavvolge in una doppia elica.

Fine del traseritto
|

g1 I’Jl\lul«iJl\l,l'lI_llLllIU’



PROMOTORE

Sequenza nucleotidica nel DNA tra 140 e 200 nucleotidi, con
affinita chimica piu o meno elevata per la RNA polimerasi
(I’enzima che opera la trascrizione) ¢ di solito posta a monfe
(cioe prima) del gene.

Ogni promotore fornisce all’enzima RNApolimerasi:
sequenze di riconoscimento (es. TATA box)

sequenze per un legame stabile

sequenze utili ad 1dentificare 1l nucleotide di inizio della
trascrizione (+1)

sequenze di regolazione (GC box. CAAT box ecc.. simili a
intensificator1 e/o silenziatori)

S1 tratta come di una bandierina in mezzo al mare di
DNA: che segna quale informazione leggere e trascrivere

Biologia Applicata_M.Greco



Il promotore ¢ posto “a monte” del gene ovvero prima rispetto
alla direzione della trascrizione e non viene, di norma, trascritto

PROMOTORE

DNA TATA E1l 11 E2 12 E3

Esone 1 Esone 2 Esone 3
Trascritto AUG -
Primario o N . AP P P
pre-mRNA N N/ ,:_,"‘ -7
¢’ UTR ¢ 4- 3’ UTR -~

mRNA -AUG UGAi

I I

I I
Proteina NH, : i COOH
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Cene

Promotore

INIZIO

Unita trascrizionale

Punte di inizio
della trascrizione

RMA polimerasi

n Inizie

L'RMA polimeras: lega
il promotore, svolge

0 _\@{%@E&@ﬁ . i

A anA
/7 SRR,
i §

FremENA L |

e dell'RMA
R
Punto di arresto

della trascriziene

il DMA g inizia la trascrizione

nel site di inizio

VANV AN A AN AN

B nlungamento

L'RNA polimerasi si muove lungo il DNA
svolgendolo e aggiungendo nuovi nuclestidi
di RNA &l trascritto in direzione 53"

Una volta che I'enz
di DMA riformanc la doppia elica

ALLUNGAMENTO:

| RIBONUCLEOTIDI VENGONO
INSERITI IN DIREZIONE 5°>3’
(DNA stampo: filamento 3’ 25°)

ma é passato, i filaments

A AT
Trascritto di RNJ\—/EIW Mbb'
in crescita

E Terminazione

elica si riforma.

l

OO,

La molecola completa di RMA viene
rilasciata dal DNA stampo, la RMNA
polimerasi lascia il DNA e |a doppia

1 DA
si svolge

Eo T 0
LA

Catena
stampo
del DNA

Doppia elica ibrida

RMA-DMNA

— Sito di
Direzione —— assemblaggio
della trascrizione dell'RMA

P“ﬂﬂﬂﬁﬁ

RMNA

AGRRGPVPVORANGUIVINIVIN.

N

1

Trascritto di pre-mRMA 3

TERMINAZIONE
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Nella regolazione della trascrizione. ad attivare o reprimere
I’enzima RNA polimerasi, intervengono

proteine di 2 tipi:

FATTORI DI TRASCRIZIONE
GENERALI o BASALI

proteine

necessarie per una trascrizione
a livelli basali

FATTORI DI TRASCRIZIONE

detti “PROTEINE REGOLATRICI SPECIFICHE”
in grado di modulare la attivita

della RNA polimerasi intensificandola

o silenziandola completamente

e dunque 1 grado di modulare la quantita di trascritto




I geni eucarioti hanno Scoperta del 1977

una struttura discontinua | Osservando i1dribi
molecolar1 di DNA-mRNA
al microscopio elettronico

(vedi sotto)

Ibrido molecolare DNA-mRNA

Biologia Applicata_M.Greco
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I geni eucarioti hanno una struttura discontinua: non tutta

la sequenza s1 ritrova nel trascritto maturo (mRNA).

L’mRNA ¢ molto piu corto del tratto corrispondente sul DNA che lo
specifica e se lasciamo che le due molecole s1 leghino 1n base alla
complementarieta dei tratti s1 formano nel DNA anse di NON

APPATAMENTO (vedi frecce)

|
\

"~/

> DNA

-«

3
|'I A\ mRNA
Ibrido molecolare DNA-mRNA
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GENE - Struttura del gene eucariota “tipo”

Regione di DNA che viene trascritta in un RNA

== ] I
+1

Questo RNA s1 dice frascritto primario 0 RNA eterogeneo nucleare
(HnRNA) o pre-mRNA e verra di norma modificato nel nucleo per
dare un mRNA (RNA messaggero) maturo; questa modifica comporta

I"eliminazione di lunghi tratti dettt INTRONI
/ /

- EI i/ EJ S E3 R ——
+1 4 4
Il gene ha una natura discontinua:
esoni trattl del gene indicati con E
introni tratti del gene indicati con I
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Modificazioni post-trascrizionali
| \ del RNA messaggero eucariotico

-n._..ﬁf“""\q. )

_I—\_L
f
. Traduziane |

'““""%'—Pnllpzpllde ,-"
Y "'_"f__,:-cﬂ"_"'b !
. [ A

‘--.____Rll' SOMA___

Sequenza codificante per I'RNA

Fromaotore Esone Introne Esone Introne Esone
ONA  — .- |
SUTR FUTR

Trascrizione ad opera della RMA polimeras

II. 1l cap al 5' viene aggiunte appena

la trascrizione & iniziata; dopo che la

sequenza codificante per 'mRNA &

stata trascritta, alla sua estremita 31

viene aggiunta |a coda di polifA).

Coda di poli{A)
CTp
9 1 Esone  Introne Esone Introne Esone
AGGIUNTA 5 CAP PremRNA  51G o — m— [ AAAAAAA. .3
7metilguanosina legata S s UTR ¥ UTR
- e — --.,\ -
attraverso 3 gruppi fosfato AGGIUNTA poliA
G- P PP Splicing dell'mRNA ) ciy Ao
5, ,J" rirmmozione degli intrani all eStremlta 3 (100‘250
. e STIRT .
nucleotidi di adenina)
Sequenza codificante per la proteina
mRNA 5 (G) AAAAAAA. 3

-t t
SPLICING: rimozione o o
delle sequenze introniche,

non codificanti Biologia Applicata_M.Greco



In altri casi lo stesso
RNA intronico si
comporta da
RIBOZIMA (RNA
catalitico) tagliando le
seg.introniche

== =
%// %\\
e LA
' Trascrizione \\.,"\.
{i I
[ i

Complessi di riboproteine nucleari

(snRNP) formano lo spliceosoma:
A Traduzione | /
~— RIMOZIONE DEGLI INTRONI

snRNA Proteine

o3

snRNP «

Spliceosoma
attivo Varie

snRNP

|

Introne rilasciato
come struttura lariat

Riutili @
tlizzste <— @@ ® A

snRNP rilasciate
Y

OV SR " T—

Segment

di un pre-mR

i)
MA

con un introne,

B Le snRM

P si legano

all'introne riconoscenda e
sequenze alle sue
estremita e lo ripiegano a

formare un ¢

appio. In

questo mado i due esoni
vengono portati vicni e lo

spliceosoma

diviene attive.

Lo spliceosarma
taglia Iintrone nel

suo purte di
L'intrane sir
sl lega su se

Lo splice
trone ai

inizio.
ipiega e
stesso.

osoma taglia

a sua estremita

eunisce i Z esoni, L'introne

rimosso e le
VENZoNao r:

snRNP

ilasciati.
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SPLICING ALTERNATIVO

mRMNA nel muscolo
liscio

Esoni

Pre-rmRINA b i ol S - S O .0 a7 . . bl 12 12

y

mIT'.NA nel muscolo R |
striato

Figura 5.10

Lo splicing alternativo del pre-mRNA, della tropomiosina o porta a due distinte forme di mRNA, che si
trovano nel muscolo liscio ed in quello striato. In entrambi i percorsi di splicing tutti gli introni vengono
rimossi. In pid, per produrre 'mRMNA del muscolo liscio vengono anche rimossi gli esoni 3, 10 e |1, men-
tre per produrre quello del muscolo striato vengono rimossi gli esoni 2 e 2.

s e o s o s 5 12
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* TRADUZIONE:

— conversione del codice genetico a 4 basi azotate
dell’ac.nucleico nell’alfabeto a 20 aa del
polipeptidi
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Codice genetico € un codice a triplette di nucleotidi, dett1 codoni
e specifica per tutte le possibili combinazioni di 3 basi

I codoni specificano per gli aa. In totale 4°=64 codoni.

Codoni di
Seconda base del codone terminazione
C A LEGENDA
o
ucu UAU Tr Ala = alanina
ucc uac ' |uGc Arg = arginina
UCA Ser T Asn = asparagina
Asp = acido aspartico
ucG UAG UGG Trp Cys = cisteina
cuu cCcu CAU . | CGu Gln = glutammina
E cuc ccc CAC His cGe H = Clu = acido glutammim
b c Leu Pro Arg d Gly = glicina
8 CUA CCA CAA CGA - n
N - Gln 2 His = istidina
Codone di K CUG CCG CAG CGG a lle =isoleucina
inizio @ AUU ACU ARU | TAGU & Leu = leucina
5 sn er 0 — lisi
Tolall © AUC lle | ACC AAC AGC C Lys = lisina
(metlonlna E Thr . %’ Met = metionina
o S e RAAEN I | S2C AR Phe = fenilalanina
AUG Met| ACG AAG AGG Pro = prolina
GUU GCU GAU  _ GGU Ser = serina
GUC Gcc GAC Pl Gac Ll
Val Ala Gly Trp = triptofano
GUA GCA GAA | | GGA A i lreing
GUG GCG GAG GGG Val =valina
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Caratteristiche del codice genetico

* il codice ¢ ridondante, codoni sinonimi

* il codice non ¢ ambiguo

* il codice non ha punteggiatura ovvero interruzioni

* 1l codice ¢ letto senza sovrapposizioni

» per interpretarlo ¢ fondamentale la cornice o quadro di lettura
(reading frame)

* 1l codice € virfualmente universale (poche eccezioni es. protozoi
e codice de1 mitocondr1)
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TRADUZIONE:

L

[
i o

" Maturazione del'RNA. |
- 5

.. / | |delpolipeptidi

CONVERSIONE del codice genetico a 4 basi

(e " azotate dell’ac.nucleico nell’alfabeto a 20 aa

q Polipeptide -'
Catena

— Rlliumrna " polipeptidica «
in crescita

Un tRMNA portante un
aminoacide in fase di
entrata. Questo tRNA
——4 lepge il codone e
introduce
"aminoacido che
deve essere aggiunto.

tRMA rilasciato
senza alcun aminoacide

mRNA
Estremits 5' R

Estremita 3’
Il ribosoma agevala il

egarme dei tRMA ai
codoni e la formazione
del legame peptidico
tra gli aminoacidi.

Movimentao
del ribosoma
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Nella traduzione ['informazione genetica contenuta nella
sequenza di codoni (triplette di nucleotidi) lungo I'mRNA
viene decodificata o tradotta 1n una sequenza di aa costituenti
la proteina, uniti in una sequenza precisa determinata dalla
sequenza dei codoni

Protagonisti principali di questo processo:

porta nel citoplasma

il messaggio genetico | === MRNA

sotto forma di una tRNA
specifica sequenza di ribosomi
codoni

sono gli interpreti/traduttori
del linguaggio attraverso

anticodoni complementari
a1 codoni dell’'mRNA

facilitano I"appaiamento
specifico tra gli anticodoni

del tRNA e 1 codoni
dell'mRNA e realizzano la
formazione dei legami peptidici
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Sito P (peptidile)

Sito E {uscita)

Ribosomi .
| (60% rRNA+proteine)

subunita
minore

Sito di legame
dell'mRNA

(a)
Catena

polipeptidica in
allungamento

omiia subunita
maggiore

—
(b) MBNA

1. Hanno un sito di legame per 'mRNA.

2. Un sito P (peptidil-tRNA) che ospita 1l tRNA che porta la catena
aminoacidica in allungamento.

3. Un sito A (aminoacil-tRNA) che ospita 1l tRNA a cui ¢ legato 1l
successivo aa da aggiungere alla catena proteica in formazione.

4. Un sito E di uscita del tRNA scarico di aa.
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PROCARIOTI

Massa 2,7 « 100 dalton

/N

0S5 305
Massa 1,8 « 105 Da Massa 0,9 « 105 Da
A N
L2 Y
..."..:::.
RNA 55 ey
Y LT .o
(120 nucleotidi) ;...:}:.:. o B AT
ete0se _
-:i.'.'.:. (3000 nucleotidi)
L
34 prﬂtEil'IE' RNA 165

(1540 nucleotidi)

& Figura 4.50 Composizione dei ribosomi di procarioti ed eucarioti.

EUCARIOTI

Massa 4-4,5 « 10° dalton

S

Y il ¥

40 60S

RMNA 55
(120 nu-
Massa 1,5 « 10 Da Massa 3-3,5 « 108 Da cleotidi)

{150 nu-
cleotidi)
nucleotidi)
=33 proteine RNA 285 =45 proteine
(5000 nucleatidi)
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a. Stuttura bidimensionale b. Struttura tridimensionale
di una molecola di tRNA di una molecola di tRNA

L’aa si sega attraverso il 1 %
COOH al 3’OH del  estremita 3 [

nucleotide terminale. Il

gruppo NH2 é libero per
la formazione del legame
peptidico

Estremita &'

Estremita 3'

A | Estremita 5°

' Anticodone ’

OGNI tRNA si lega ad -
UNO SPECIFICO AA

€. Modo in cui, in questo
libro, verrd rappresentato
un complesso
aminoacido-tRNA

2

Figura 512

Struttura del tRNA. | puntini rossi mostrano le posizioni in cui le basi vengono

modificate chimicamente. £ da notare che sono presenti alcune combinazioni

non usuali di coppie di basi, come G-A e G-U; queste coppie non usuali sono co-

muni nei tRNA e sono possibili grazie alla flessibilita delle corte catene di RNA, e

Anticodone
Biologia Applicata_M.Greco
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L’ aminoacil-tRNA

ha un aa “attivato”

/.‘ —\? A
-"I"'r Trascrizione | :“T
i If l'I-I 4

| 1

L Maturazione del'RMNA
1

| s

= !

J
N Y
\ ) LATP e I'aminoacide si legano
alla arminoacil-tRMNA sintetasi.
L'enzima catalizza I'unione

dellamincacido al’AMP con la
perdita di 2 fosfati,

-

Aminoacil-tRMNA
sintetasi

Sito di legame

o Fosfati
per I'aminoacido

5.6

Sito di legame
per IATP

Sito di legame
per anticodone

Complesso ¢

LEGENDA AbAMP

Complesso
aminoacil-tRNA AA-AMP = aminoacil-AMP

AALRNA = aminoacil-tRNA

.

LAALRNA viene
rilasciato e I'enzima &
pronto per catalizzare
una nuova serie d
reazioni.

Il corretto tRMA
si lega all'enzima.

L'enzima trasferisce
"amineacida dallAS-AMP
tRMA formando PAAIRMNA &
‘AP viene rilasciato.
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ﬁ;ﬂ_'% a. Ribosoma completo b. lllustrazione del ribosoma

N utilizzata nel testo
.-'I.l'rl Trascrizione |"-.I-,"-.I

(i I Polipeptide

| o | in crescita

L Maturazione dell'RMNA ||

% 7 |

1 I\-H-\' b |I

\ S -f”—;’# ! Subunitd

ribosomale
maggiore

*’

Subunita
ribosomale

minare
LEGENDA
ailll,
Gli aminoacidi vengono aggiunti al polipeptide E = sito di uscita
in crescita nella zona compresa tra le due P = sito peptidilico
subunits _La catena polipeptidica in crescita P ER G
esce dal ribosoma attraverso un tunnel di

Figum 5.14 uscita presente nella subunita maggiore.

Struttura del ribosoma. (a) Modello costruito al computer di un rbosoma durante il processo di traduzione. (b) |l
ribosoma come sara mostrato durante |a traduzione. (a: Michael W. Davidson/ Molecular Expression, Florida State Research Fundation),
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Amino acid
binding site
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=== genetica:
Maturazione /i

del’RNA | mRMA (7
T o~ «d,_‘-:w—'a,.‘/’/).\ |

I /
\\.._h__ Ribosema

tRMNA iniziatore

maolecola di GTP si unisce a
formare un complesso con la
subunita ribosomale minore.

{ I Met-tRMA legate ad una

Anticodone del codone di infzio ——Julalie]

pos
_L—

Subunita
ribosomale minore

Il complesso silega
al 5" cap dell mRMA ¢
scorre fino a che non
raggiunge il codone di
inizio AUG,

Codone di inizio

completata mediante il
legame della subunita
mapgiore e 'idrolisi del GTP.

{ B} Ls fase di inizio viene

Subunita
ribosomale maggiore

Traduzione dell’informazione

LASINTESI PROTEICA

INIZIO : 3 fattori di inizio (IF I, 11,
I11) si legano alla subunita minore del
ribosoma. Il tRNA iniziatore
(metionina o formilmetiona, nei
batteri) porta il primo AA

COMPLESSO DI INIZIO: si lega la
subunita maggiore del ribosoma

Idrolisi GTP
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LA TRADUZIONE
PROCEDE IN

F‘ -rRNA J

DIREZIONE 5'>3> 4w !

4 Mel mamento in cui la
traslo azione & car nplela

i tRMA vucta nel sita
wviene nlasc ato & un nucvo
F ranto

Il ribosoma scorre d|
un codone, lasciando
libero il sito A per un
altro AA

wll o A

L’ENERGIADEL © S
PROCESSO DI
TRASLOCAZONE &
FORNITADAL GTP B! ere

raggiungende il codone
SUCCEssive e quindi
posizionando il tRMA
con il polipeptide in
crescita nel sito Pe il
tRMNA vuota nel sito E.

ALLUNGAMENTO
Richiede i fattori di allungamento (EF-Ts-Tu EFG) ed Energia

(GTP)
- 'tRNA vengono inseriti in base al codone nel sito A

(VETE
fcw}

e

© 0 o
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;_GTPﬂ’

e S
2 GDP
L
P
|

B La peptidil transferasi

taglia I'amincacido da
tRNA posizionato nel
sito P e lolega a quello
posizionate nel sito A

n Un aminoacil-tRNE
di lega al sito A,

Il gruppo NH2 dell’aa
nel sito A e allineato
con il gruppo COOH
dell’aa precedente
presente nel sito P.

La peptidil-transferasi
sposta I’aa del sito P su
quello del sito A
(RIBOZIMA, subunita
ribosomale magg.)

La sintesi proteica
procede sempre dal
gruppo NH2 AL
COOH della catena
polipept.in crescita



tRNA, ,  tRNA, —p tRNA;, .,  tRNA,
Fo—a 4 | |
=y =0 =

L
_,Il-'q,
-~
(]
L
1
1
1
1
1
1
1
1
1
I‘
1y
T
1
1
1
1
1
1
1
1

Catena Fea b

NH HH: | Legame {NH
| . | |
peptidica CONNIOIM .

Catena
peptidica

= Ficura 4.61 La reazione di transpeptidazione: formazione del
legame peptidico.
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lt.L-IE:;diIIIM | T, (O AN
> o © O

= iy
u odone
i codane i terminazione
e — —_—— s A —
B 1 ribosema raggiunge un B Un fattore di rilascio s 2ga La catena polipeptidica
codone di terminazione. al codone di terminazione ne viene rilasciata dal peptidil-tRNA
sifor A, nel sita P .

Un FATTORE DI RILASCIO riconosce il codone di stop nel sito A, e nessun tRNA.
Si rompe il legame tra tRNA e polipeptide neosintetizzato, che viene cosi rilasciato e i componenti

del complesso di traduzione si separano.
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== Estremitd 3' dell'mRMNA

Termine

Inizig
dell'mRNA

CNRISPLPhata Baseaichers, .

Ribosomi

Catena
——polipeptidica
in crescita

Figura 518
| polisomi consistono in una serie di
ribosomi che leggono lo stesso mRNA.

mRMA con
ribosomi adesi
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Per gent. canc. ¢ Barbara A. Hamka'o

DNA

Figura 5.9

Una preparazione di microscopia elettronica
ottenuta da E. coli mostra i processi di trascri-
zione e traduzione che avvengono simultanea-
mente (x 57.000).
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Figura 5.20

Il meccanismo di segnalazione che dirige le pro-

- AN . i v teine al RE. La figura mostra molti nbosomi in
: |“+ R Imauero [ Maturazione dell m | stadi differenti della traduzione dell mRNA.

nucleare |“ ey |
S /
RErwido | “”A

Tﬁﬂl.-lzl"'l'lr'
RE liscio

Membrana  Lume del RE ruvido

Polipeptide

Vescicola
secretaria 00 % el c:um p:leh:-
rilasciato

Complesso di Golgi B _ : . nel RE

Particella E

di riconoscimento

del segnale (SRP)
— |

Peptide segnale

La SRP si lega al proprio B La peptidasi del segnale n La traduzione dell'mRMNA &

n Il peptide segnale

"
Capal ¥ Ribosoma emerge dal ribosema. recettore. La traduzions taglia il peptide segnale dal  completa: le suburith ribosomali
Shiiisis LaSRPvisilegaela ricamincia. || polipeptide entra  polipeptide in crescita, stanno per dissociarsi.
la traduzione  fraduzione siarresta, rel lurne del RE & si lega alla

peptidasi del segnale.
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a. Marmale d. Mutazione sllente

5, .. CAAATGACCIGGTITCATGCTTAL... ¥ 5’... Y
PNA 3 GTTTACTGGCCAAGTACGAAT...s  °MA IETTThClTGQJCEEhGTiACGlhﬁT---5'
Coppia di basi mutata
* rispetto al normale :
k)
. . * Codone modificato in un altro
Polipeptide "I Wit I Thr H Gly }E Ser H Cys H Leu |- 1 codificante lo stesse amincacido

Polipeptid ~-Imet [ The [ Gly | 5 Leu -
b. Mutazione missense ipeplide [ Met | Thr I?E er | Cys { Leu |

5, .. CAAATGACCGGTMCAITGCITTAL .. ¥ Nez:.sun n:_alrnl:uarnenta
DNA % = aminoacidico
g R 5

|
Coppia di basi mutata _L

‘v rispetto alla normale

e. Mutazione frameshift

5 ... CAAATGACCGAIGICTCATGICTTA. .. 3
- PNA 3 GTTTACTGGCHCGAGTACIGAAT. . 5
+ Codone di senso alterato — | e
Inserzione di una coppia di basi
Polipeptide -={Met || Thr { Gly }ﬁl Cys | Leu |- ‘
Aminoatido cambiato mRNA 5'...CAAAUGACCGIIGCUCAUGCUUA. .. ¥
c. Mutazione non-senso Scivolamento della comice
, di lettura
DNA 5 ... CAAATGACCIGGTTCAT Al .3
¥ ...lGTTITACIT:ﬁJccAAGTIAcIl[aAT...5' Polipeptide ST D (Gl [ Leu |[Met | Leu B
' " . 1 -
"":DFP'E di basi mutata Aminoacidi alterati
rispetto al normale dovuti a scivalamento
mRNA 5 ... CAAAUGACCIGGUUCAUGHIUUA ... ¥
l Cambiamenta in codone Figura 521
distop . azione Effetti di mutazioni nei geni che codificano per proteine
Polipeptide ~{Met | Th | Gly | Ser | prematura del sulla sequenza aminoacidica del polipeptide codificato.

polipeptide
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Mormale Mutazione missenso  Figura 5.22
nell’anemia faleiforme Mutazione missenso in un gene per uno dei due

dG;:I: B-globina :%; :%‘é—z E?::?:f,::l della emoglobina che causa I'anemia
Trascrizione 1 1
mRNA s GG 5 GG
i g Stephen L. Wolfe

‘r 1 EQiSES Elqmentl di Genetica
Polipeptide Glu m pendl EdiSES
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