Come i geni sono espressi:

Trascrizione e Sintesi proteica




Geni e proteine: I'alcaptonuria

Molto tempo prima della scoperta del DNA come materiale genetico,
ci si era accorti che alcune gravi malattie avevano una base ereditaria

Nermal Unine Alkaptonuria Unne

Ad esempio, il medico inglese Archibald Garrod aveva

scoperto nel 1902 che una grave malattia dei bambini che M “nfs
rendeva scurala loro urina (“alcaptonuria”) era piu
frequente se i genitori dei bambini erano imparentati tra loro
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- La malattia era causata dall’accumulo di acido omogentisico (HGA) e del

suo ossido tossico (“alcaptone”) nel sangue e nelle urine

Phenylalanine

Phenylalanine hydroxylase

Tyrosine

Notando la somiglianza tra la struttura di HGA e 'amminoacido tirosina,
Garrod avanzo l'ipotesi che la malattia fosse causata da un difetto genetico
t-hydronyphenyipyruic acd diowygenase che modificava I'enzima che avrebbe dovuto metabolizzare I'acido

Homogentisic acd omogentisico (derivato dalla tirosina) ad un prodotto innocuo

Tyrosine aminotransferase l

4-Hydroxyphenylpyruvic acid

Homogentisate 1,2-dioxygenase ALKAPTONURIA

- Se l'enzima non funzionava, nel sangue e nelle urine dei bambini si
accumulava il composto tossico, che causava altri sintomi come sordita,
cardiopatie e fragilita ossea

Maleylacetoacetic acid

Fonte: Sadava et al., 2014

INBORN ERRORS OF
METABOLISM
4 od bef

- Nel 1923 Garrod pubblicd un libro nel quale formulava l'ipotesi che molte
malattie fossero difetti metabolici di origine genetica (“inborn errors of
metabolism”, “errori congeniti del metabolismo™)

- Fu quindi il primo studioso che mise in relazione I'ereditarieta (i geni)
con le attivita biochimiche degli enzimi (le proteine)



“Un gene, un enzima”

L'ipotesi di Garrod fu confermata da una serie di esperimenti
esequiti in California da un gruppo di ricerca della Stanford
University diretto da George Beadle ed Edward Tatum

Beadle e Tatum usarono per i loro esperimenti 'organismo
modello Neurospora crassa, o “muffa del pane”, un George W. Beadle  Edward L. Tatum
fungo ascomicete aploide in cui 'espressione (“fenotipo™) (1903-1989) (1909-1975)

dei geni e osservabile direttamente :

Growth characteristics of normal and mutant Neurospora on simple medium with different
supplements show that defects in a single gene lead to defects in a single enzyme.

Supplements Added to Medium
none [(ornithine|citrulline| arginine Conclusions

/, Normal Neurospora can synthesize
/ arginine, citrulline, and ornithine.
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A %/ because it has a defect in enzyme 2; Y c e e e e
y &J & | geneAisneeded for synthesis of grado di crescere su tutti i tipi di
ool arginine. terreno, ma se il fungo era trattato con
single gene AL ) 9 -
defect Mutant B grows if either arginine or raggi X, subiva mutazioni che non ne
7 citrulline are added. It cannot : .
B | 4| | synthesize arginine becauseit hasa permettevano la crescita su terreni
defect in enzyme 1.Gene B is needed nioAi i ; i il
J 7 ¥ & Rk it f el privi di determinati amminoacidi

Figure 10-1a Biology: Life on Earth, 8/e
© 2008 Pearson Prentice Hall, Inc.

Fonte: Beadle and Tatum, PNAS 27: 499-508, 1941



La conclusione di Beadle e Tatum fu che l'incapacita del fungo ONE GENE, OV ENLYME/)
mutato di crescere su terreni privi di un determinato
amminoacido provava che la mutazione (un danno al gene)
aveva modificato uno specifico enzima (una proteina)
indispensabile per il metabolismo del’amminoacido
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stato interamente sequenziato nel 2003

Tuttavia, poiché oggi € noto che molti enzimi non sono costituiti da una singola proteina
ma da subunita (polipeptidi) che funzionano in modo coordinato (struttura quaternaria
delle proteine), I'espressione corretta sarebbe “un gene, un polipeptide”

In termini molto generali, il gene, costituito da una sequenza di nucleotidi di DNA,
deve quindi dirigere la formazione di una sequenza di amminoacidi che

costituiranno il polipeptide: vedremo come avviene
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Trascrizione e Sintesi proteica:
punti fondamental

Trascrizione del DNA in RNA
Controllo della trascrizione e “splicing”
RNA messaggero (MRNA)

Codice genetico
Decifrazione del codice
RNA di trasferimento (tRNA)
Amminoacil-tRNA sintetasi

Ribosomi e RNA ribosomiale (rRNA)

Traduzione del messaggio: dagli acidi nucleici alle proteine
Controllo pre- e post-traduzionale

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Larry Gonick, Mark Wheelis
The Cartoon Guide to Genetics
Barnes & Noble, 1983

(edizione aggiornata nel 2005)
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R.N.A. : RiboNucleic Acid s o

o) Z O
) . . Un nucleotide —— Nt
Primo acido nucleico apparso sulla Terra ™ h
- “antenato” del DNA - °

Macromolecola a catena singola (quasi sempre...)

Polimero di unita (monomeri), i nucleotidi

Un legame

Come quelli del DNA, anche i nucleotidi del’RNA =7
hanno tre componenti:

— Un gruppo fosfato
— Uno zucchero a 5 atomi di carbonio (ribosio)

— Una base azotata (adenina, guanina, citosina,
uracile)

FIGURA 3-24 L’'RNA, un acido nucleico.

| nucleotidi, ciascuno con una specifica base, sono legati tra loro me-

Fonti: Sadava et al,, 2014, 2019, diante legami fosfodiesterici.

Solomon et al., 2012



RNA Structure
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Sugar - phosphate
backbones (S)

Il “mondo a RNA”

L’'RNA e I'acido nucleico originario:
— I DNA, derivato dal’'RNA, & solo un “magazzino’
(deposito stabile) di informazioni genetiche

L’'RNA ha un ruolo centrale nella costruzione delle
proteine (sintesi proteica)

L’'RNA ha un ruolo centrale nella trascrizione e
traduzione del messaggio

... cioé nel “dogma centrale”

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; https://www.news-medical.net



Il cosiddetto “dogma centrale” (formulato da F. Crick nel 1958) indica
la direzione normale in cui € trasmessa lI'informazione genetica

DNA - RNA - proteina

DNA == RNA == Protein

transc V‘l'p tion translation

replication

Il “dogma centrale”...
...non ¢ in effetti un “dogma” e non € nemmeno “centrale”...

...perché l'informazione genetica puo trasferirsi anche dal’RNA al DNA
(come ad esempio nel caso dei retrovirus) e perché esistono ageniti
Infettivi proteici privi di acidi nucleici (i prioni)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



La trasmissione dell'informazione genetica (in generale...)

_ La sintesi proteica richiede due passaggi fondamentali:

trascrizi traduzi
DNAz =2 %22 ERNA 2 2 % 2 E proteina
Filamento non trascritto
5
DNA
3 A
Filamento trascritto
(stampo)
mRNA
(copia complementare
del filamento di 5
DNA trascritto) | ] I l J | | | [ I | ; [ l |
Codone 1 Codone 2 Codone 3 Codone 4 Codone 5 Codone 6
. %
Polipeptide H,N N
OH
Traduzione —p

FIGURA 12-4 I Visione d'insieme della trascrizione e della traduzione.

Nella trascrizione viene sintetizzato un RNA messaggero che € la co- quenza degli aminoacidi nella catena polipeptidica. La trascrizione
pia complementare di uno dei due filamenti del DNA. L'mRNA porta richiede anche tRNA e ribosomi (non mostrati). La figura rappresenta
I'informazione genetica sotto forma di gruppi di tre basi chiamati co- la trascrizione e la traduzione nei procarioti. Negli eucarioti, la trascri-
doni, ognuno dei quali specifica un aminoacido. | codoni dell'/RNA zione awviene nel nucleo, mentre la traduzione si verifica nel citopla-

messaggero sono tradottil’'uno dopo I'altro, cosi da specificare la se- sma.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Trascrizione del DNA in RNA

Fonte: Gonick and Wheelis, 1985
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Catlfn: dimRT:‘ i Catena di DNA che
aou JAOIRS funge da stampo

La trascrizione del DNA in RNA

estremita 5’ direzione 3’

| nucleotidi del’lRNA sono aggiunti
dall’enzima RNA polimerasi

sempre in direzione 5’ > 3’

usando come “stampo” uno solo O
dei due filamenti di DNA o

Il nucleotide _ S
Il filamento di RNA trascritto e SO e T
. . . crescita da una
guindi complementare ad uno dei RNA polimerasi
due fllamentl dl DNA FIGURA 12-6 Trascrizione.

Le basi dei nucleosidi trifosfati entranti si appaiano per complemen-
tarieta con le basi del filamento di DNA che funge da stampo (a de-
stra nella figura). L'RNA polimerasi taglia due gruppi fosfato (non in-
dicato nella figura) da ciascun nucleoside trifosfato e lega il gruppo
fosfato rimasto all’estremita 3’ della catena di RNA in allungamento

Fonti: Sada\/a et a|' 2014: 2019: mediante un legame covalente. Cosi I'RNA, come il DNA, viene sin-
! ! ! tetizzato in direzione 5'E 3'.
Solomon et al., 2012




La RNA polimerasi copia in RNA il flamento di DNA...

Portion of unwound DNA with unpaired deoxyribonucleotides.

...sempre in direzione 5’ 2> 3’

Fonte: Alberts et al., 2002




Come funziona la RNA polimerasi ?

La RNA polimerasi si lega ad un sito
“promotore” sul DNA e induce I'apertura
della doppia elica nella regione “a valle”
del promotore

Aggiunge quindi nucleotidi di RNA in
direzione 5 = 3, trascrivendo uno solo
dei due filamenti di DNA

La RNA polimerasi raggiunge infine una
sequenza di DNA che costituisce un
“segnale di terminazione” della
trascrizione e si stacca, rilasciando la
molecola di RNA trascritto

Filmato

DNA HELIX
OPENING

INITIATION OF RNA CHAIN
BY JOINING OF FIRST TWO

RIBONUCLEOSIDE
TRIPHOSPHATES

RNA CHAIN ELONGATION
IN 5'-to-3' DIRECTION

BY ADDITION OF
RIBONUCLEOSIDE
TRIPHOSPHATES

P RNA polymerase

termination signal

RNA polymerase for RNA polymerase

promoter

PVIVIVIVIRUIUIVWR:

DNA double helix

start site for transcription

| .
..«m.u«"fu.wﬁ.mwww "

3

continuous

ﬁNA strand short region of.
g;sg:‘c‘e\nm.t 5 DNA-RNA helix
elix

re-formation

YA AR TN AT AN A

TERMINATION AND
RELEASE OF POLYMERASE AND
COMPLETED RNA CHAIN

3,

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019;
Alberts et al., 2002




Direzione di
trascrizione

Sito di riavvolgimento

del DNA

A monte del DNA A valle

Filamento Sequenza di

Regione del b
promotore 5 Z:’BF')\?A terminazione
(a) mRNA trascritto
mRNA trascritto mRNA trascritto

mRNA trascritto
FIGURA 127 | Sintesi del'mRNA.
(a) L'mRNA & sintetizzato nella direzione 5’ 3’ sul filamento stampo trascrizione e di staccarsi dal DNA. (b) Di solito solo uno dei due fila-
della molecola di DNA. La trascrizione inizia sul DNA a valle della se- menti & trascritto per un dato gene, ma il filamento opposto puo es-

sere trascritto per un altro gene. Ciascun trascritto inizia dal suo pro-

quenza del promotore a cui la RNA polimerasi si attacca. Le se- 3
motore (regione rossa).

quenze di terminazione, che si trovano a valle della regione che codi-
fica per le proteine, segnalano alla RNA polimerasi di terminare la

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Conformazioni della RNA polimerasi

Fonte: Alberts et al., 2002



Negli Eucarioti vi sono tre tipi di RNA polimerasi (identificate dalla
loro sensibilita all’'a-amanitina) che producono rispettivamente
rRNA, mMRNA e tRNA

RNA polimerasi Localizzazione Prodotti sintetizzati Sensibilita alla ¢-amanitina*
I Nucleolo rRNA 28S (0 255), 185 e 5,85 Insensibile

I Nucleo mRNA e alcuni snRNA Molto sensibile

1] Nucleo tRNA, rRNA 55 e alcuni snRNA Mediamente sensibile

* Tossina del fungo Amanita falloides capace di legarsi agli enzimi RNA polimerasi inibendone la funzionalita.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Le tossine mortali del fungo Amanita phalloides (Agaricaceae)

M«

Amanita phalloides (“ovolo malefico”, “coppa della morte™) & un
fungo estremamente velenoso, disgraziatamente con aspetto
molto simile a specie eduli pregiate

Due delle sue tossine mortali (“amatossine”), gli octapeptidi
ciclici a-amanitina e -amanitina, insolubili e stabili al calore,
sono potenti inibitori della RNA polimerasi Il, 'enzima che
trascrive mRNA e snRNA

L’avvelenamento da amatossine (ingestione di 0.1 mg/kg, pari a
7 mg in un adulto) blocca la sintesi proteica, provocando la
necrosi delle cellule del fegato, dei reni e del cuore

a-amanitina legata
alla RNA polimerasi

| sintomi compaiono con un ritardo di 6-15 ore, generalmente
quando e ormai troppo tardi per salvare la persona avvelenata

g
_ *?"*}f ; OH
Yo BT -
i s H, \),L
‘ﬂ,&'_& . g HN N\; N
? L 1 o | H
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Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



B

v

1

PR v Riassunto degli eventi della trascrizione

L2
‘/‘“*-“v

M paspac
Promotore Unita o rasaizions  Terminatore
. I TR Y.
N \ - 5‘
| "Sitod inzio Sito o anesto ”
RNA polimeras
25 ' © tnizio. Dopo che 1 RNA poimerasi

= & ogata al promotore, | flamens!
di DNA =i swelgono e 'enzima comncia
a sintes Coll'RNA da 10 G INiZic
s flamento stampo.

ar = : —

/ i Flamento stampo del DNA
r
DNA svaito o BNA
@ Allungamento. La palimeras s
MUONE VW20 vale, Svoigendd il DNA
alungancd il trascritto of ANA In
diremans 5" — 3. Sula scia dells
rascrzong, | filament] Sat DINA
DN to N\ rformana 12 doppia elca.
\ - >
g: 7 A( 3’
; = o — o

© Terminazione. |a polmeras)
rascene Infng una Sequeres
terminatore che segnada la fine dal'unta
di trascrizicns. Subito cops, I rascritio
di BNA viene riasciato & la polmerasi sl
stacca cal DNA,

Trascrno di RNA

3
5

5 3 4
Trasonnio dl RNA compieto

La RNA polimerasi
trascrive il DNA in RNA,
sempre in direzione 5> 3’

Filmati
ALLUNGAMENTO
s Nucisctich cell'RNA
RNA polimerasi

Estremita 3° o

] CLELLER: N

-'-",:‘ s v
Al T T M
5 G\A! U [C] [CTA )
\ \ 2 | !
N
"l
5 B Direzione oella trascrizions
(2 voite} Fiamento
SMpO
del DNA
FNA o nucva sintosi

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Trascrizione e traduzione simultanea nei Procarioti

R e PN il :
ol arE e e R L R FIGURA 12-14

Trascrizione e traduzione
f ANA : Filamento di simultanee nei batteri.
io:| polimerasi  pyirezione della DNA trascritto
R sintesi del’mRNA
e

"¢ 'Filamento di BNAT 1 -

(a) Micrografia elettronica di
\ due filamenti di DNA di E.

= coli, uno inattivo e l'altro in
— fase di attiva trascrizione. La
sintesi proteica comincia
prima che sia completata la
trascrizione, non appena i ri-
bosomi si attaccano all’/RNA
messaggero per formare un

Poliri- poliribosoma. (b) Processo
|~ bosoma di trascrizione accoppiato
alla traduzione.

“-| Ribosomi

Direzione L
della sintesi \{
proteica

(a) 0.5 um
I | mRNA

(b)

Nei Procarioti non e presente una membrana nucleare, quindi la
trascrizione e la traduzione avvengono simultaneamente nel citoplasma

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Struttura di un mMRNA e riconoscimento del promotore nei Procarioti

Regione del Sequenza di terminazione
promotore Regione trascritta del’lmRNA

Sequenza Sequenza codificante Sequenza
leader per la proteina trailing

a monte Regioneltradotta avalle
|

|l Codone di inizio Codone di stop

mRNA /N\ /\ /
estremita 5 estremita 3’

Polipeptide EEEEBESES@@OEBETEE®

FIGURA 12-8 mRNA batterico.

La figura confronta un mRNA batterico con laregione del DNA da cui I'mRNA. La sequenza che codifica per la proteina comincia con il co-
e stato trascritto. L'RNA polimerasi riconosce, ma non trascrive, le done diinizio e finisce ad un codone di terminazione vicino al 3’ della
sequenze che sul DNA costituiscono il promotore. L'inizio della sin- molecola. Sequenze non codificanti “trailing”, che variano in lun-
tesi dell'RNA avviene 5-8 basi a valle del promotore. | siti di ricono- ghezza, seguono le sequenze che codificano per le proteine.

scimento del ribosoma sono situati al 5’ sulla sequenza leader del-

Un promotore procariotico possiede una breve sequenza di DNA riconosciuta
dalla RNA polimerasi (“sequenza di riconoscimento” o “sequenza consenso’),
lunga 6 nucleotidi, contenente timina e adenina (“Pribnow-Schaller box™)

Per iniziare la trascrizione I'RNA polimerasi si lega a questa sequenza, situata 10
nucleotidi prima del punto di inizio della trascrizione

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Promotori ed inizio della trascrizione
negli Eucarioti

- Negli Eucarioti e negli Archea I'RNA polimerasi si
lega al DNA solo in presenza di proteine regolatrici
(“fattori di trascrizione”) che a loro volta si legano ad
una “sequenza consenso’ ricca di adenina e timina
(“TATA box” o “Goldberg-Hogness box™)

- La TATA box precede di circa 25-30 nucleotidi il
sito di inizio della trascrizione

- L'insieme delle proteine regolatrici forma il
complesso di inizio della trascrizione

- L’ espressione genica degli Eucarioti € inoltre
controllata da attivatori e inibitori (“silenziatori
genici’) e dal rimodellamento della cromatina ad
opera del nucleosoma (Kornberg, 2006)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012
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Trascrizione e Sintesi proteica:
punti fondamentali

Trascrizione del DNA in RNA
Controllo della trascrizione e “splicing”
RNA messaggero (mMRNA)

Codice genetico
Decifrazione del codice
RNA di trasferimento (tRNA)
Amminoacil-tRNA sintetasi

Ribosomi e RNA ribosomiale (rRNA)
Traduzione del messaggio: dagli acidi nucleici alle proteine
Controllo pre- e post-traduzionale
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Modificazioni del’RNA trascritto negli Eucarioti:
lo “splicing” (dall'inglese to splice: “tagliare e riunire”)

Al contrario dei Procarioti, negli Eucarioti 'RNA trascritto non e ancora un RNA
messaggero (MRNA) pronto per essere tradotto in proteina

Negli Eucarioti 'RNA trascritto deve essere modificato tramite “tagli” e
“‘giuntature” (“splicing”): i segmenti di RNA asportati si dicono introni e i
segmenti restanti si dicono esoni

Gli esoni sono uniti tra loro per formare ’mRNA degli Eucarioti

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012
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[ Trascrisione |
!

Differenze tra mRNA
nei Procarioti e negli Eucarioti

(a) Cellula procariotica. In urna celula sprowista d nuceo,
I'mMRNA prodotte dalla trascrizione & immediatamente

tragotto serza subire ulterion modificazon.

DNA
P r— e

TRANSCRIPTION

mRNA secs——
\l/ TRANSLATION

Pre-mRNA

[‘Maturazione del’lRNA | l

protein

RNA
SPLICING

(b) Cellula eucariotica. Il NUCIOS fomisce un compartimento
separato per la trascrzons. | trascritto coginae del'RNA,

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012
getto pre-mRNA, subisos una serna di modificazioni prima
Ci atbandonare i nucked come mRNA.
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“Splicing” del’RNA trascritto

ShRNP ( "Shurps %

sito di splicing 5 RNP U1 snRNP U2 sito di splicing 3'
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v precursore di mRNA
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DELLO SPLICEOSOMA esonica 6'
PASSAGGIC 1 B
FORMAZIONE
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DELLA SEQUENZA
ESONICA

sequenza intronica rimossa
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Fonte: Alberts et al., 2002
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Lo spliceosoma, il complesso che esegue lo splicing

Lo splicing € eseguito nel nucleo dallo
SPLICEOSOMA, complesso di piccole
ribonucleoproteine (SNRNP)

“small nuclear RiboNucleoProteins” o
SNRNP

. familiarmente dette “SNURP”

Lo spliceosoma asporta gli introni e
riunisce tra loro gli esoni

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012

Trascritto di RNA (pre-mRNA)

e e
Esone 1 Introne Esone 2
Vi P
Proteana — A \ , N o

Altre proteine

snRNA % .
- -—— )
snRNP

Y
Spliceosoma

Componenti / \
dello spliceosoma
Introne rimosso
MRNA
Q p———————————————

Esone 1 Esone 2



Esoni e introni

1° 1° 2° 2> 3° Segnale di

esone introne esone introne esone terminazione
| 1 L 1 del MRNA

Promotore

Filamento di
DNA trascritto

lTrascrizione‘ cappuccio all’estremita 5’

cap 7-metilguanosina

/
c-P-®O-®
Codone di inizio Codone di stop

Formazione del pre-mRNA
12
o'k
Piccoli complessi /_,_7-» ——==o___>1°introne
° ===——=""2° introne

ribonucleoproteici

G > -AAA...
Terminale 5 Coda di

poli A

terminale 3’
(@ Maturazione del pre-mRNA (aggiunte dalla coda l
di poli-A e rimozione degli introni)
1e 20 30
esone eslone es?ne
: L ' -AAA...
G : terminale 3

Terminale 5’

Involucro nucleare

@) mRNA maturo

Citosol

Trasporto attraverso
I'involucro nucleare al citosol

-AAA...

Coda di poli A
terminale 3’

Terminale 5 L \codone di inizio Codone di stop

@ mRNA maturo nel citosol Leader

FIGURA 12-15 | Modificazioni post-trascrizionali del'RNA degli eucarioti.

@ Una sequenza di_ DNA <_:he contiene.sia esc_)ni c_he introni & tra- stremita 3’ & aggiunta una coda di poli-A (lunga 100-250 nucleo-
scritta dalla RNA polnmefzfa f:orne tl’aSCIilttO primario o mRNA pre- tidi); gli introni sono rimossi e gli esoni sono uniti uno all‘altro. (3)
cursore. Alla sua estremitd 5' viene aggiunto (mediante un legame L'mRNA maturo & trasportato attraverso 'involucro nucleare @
5'-5',un "cappuccio” costituito da una base modificata. @ All'e- nel citosol per essere tradotto dai ribosomi.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012
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Qual e il significato dello “splicing™?

Gene
: DNA r 5 \
Da un solo RNA trascritto, asportando o el invore] Esore 2 [ IS

no gli introni, negli Eucarioti € possibile

ottenere mRNA differenti.... Tfascrizionel

_ _ Maturazione dell'BNA i
....quindi proteine diverse, con strutture

e funzioni diverse Traduzionei

- > Dominio 3
> E un modo per controllare

I'espressione dei geni (cioe quali parti Z

del genoma debbano essere Dominio 2 :

espresse, producendo proteine) e 2

) Polipeptide
Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
Solomon et al., 2012



Modificazioni post-trascrizionali (“maturazione”) del’lRNA negli Eucarioti

Dz 50 a 250 nuclectidi adenibici

7 =y Un guanosintrifostato 5000 aggiuntl al'estremita 3°
HIPRNEVOVOVEVW) modificato viens oggiueto pgenerata per tframmentazione
R e T im« M| allestremita 5'. o valle del segnale i arresto.

\
\
\

Segmento codificane Sagnale  aresto
2 Y3

ERGAVES ,
A J

SMM cm&'ponw

Codone d stop

Aggiunta del “cappuccio” (“CAP”) in 5’ e della “coda” di poli-(A) in 3’

PR RETTE 5 Esons Intrang Esaone Introne Esons &
: P N 20O 0
[ | 0 1 a0 @ T e
v O Cappuccio
| al 5' G¥ introni Sono rimasss di polfA)
_ _k Cappuccio  Segmento e gi esoni riuniti insieme  Coda
E l/:h-. ..- N a' 5‘ ercm d ndw
/e e
- mRNA
1 146
seng inizige Segmento erminale

Splicing (rimozione degli introni)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Trascrizione e Sintesi proteica:
punti fondamental

Trascrizione del DNA in RNA
Controllo della trascrizione e “splicing”
RNA messaggero (mMRNA)

Codice genetico
Decifrazione del codice
RNA di trasferimento (tRNA)
Amminoacil-tRNA sintetasi

Ribosomi e RNA ribosomiale (rRNA)
Traduzione del messaggio: dagli acidi nucleici alle proteine
Controllo pre- e post-traduzionale



Codice genetico e genoma: attenzione ai termini!

- Il codice genetico NON e il genoma di un organismo

- Il “codice” genetico e un sistema universale (o quasi) di simboli che
trasferisce informazioni dal DNA all’RNA e dall’'RNA alle proteine

DNA - RNA - proteina
(direzione normale di trasmissione dell'informazione genetica)
- Il genoma é l'insieme delle informazioni genetiche contenute in un

organismo (diverse da individuo a individuo e da specie a specie

Negli Eucarioti e suddiviso in genoma nucleare (organizzato in
cromosomi) e genoma degli organelli (mitocondri e cloroplasti)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Il codice genetico e a TRIPLETTE (= gruppi di tre basi)

Perché ? G, # Gambrdge B oricke
. . e S 'E-;‘:} ‘ié:-t _/ 8. Bremner stdiavans gL
- 4 basi, ciascuna che codifica un solo R o sl adtimen b
amminoacido = 4! 8 Y|/ 2ione ok ina bases
: 5 N . oo - oh{
Questa combinazione puo codificare s oos fgr:m% N
solo 4 amminoacidi —
o o e
3 mmwtdg‘_gL_J
- 4 basi, che a gruppi di 2 codificano un -
amminoacido = 42 = 16 amminoacidi A
Ma sappiamo che i “magic twenties” o el
(amminoacidi contenuti nelle proteine) .

sono 20....

Allora... 4 basi a gruppi di 3 = 43

= 64 possibili combinazioni
. » Francis Crick e Sydney Brenner idearono
...piu che abbastanza per codificare 20 nel 1961 un elegante esperimento per

amminoacidi - ecco IL CODICE! provare che il codice genetico era a

triplette, senza segni di interpunzione
Fonte: Gonick and Wheelis, 1983



Esempi di “messaggi a tre lettere”
che rappresentano gli esperimenti di alterazione del codice eseguiti da
Francis Crick e Sidney Brenner

THE BIG RED CAT ATE THE FAT RAT
THE BIG RED CAT ATE THE FAT RAT 7
THE IGR EDC ATA TET HEF ATR AT
H,N NH

A
THE IRE DCA TAT ETHEFATRAT : "

THE IRD CAT ATE THE FAT RAT

2

Gli esperimenti furono eseguiti sul

HAI SEI APl BLU PER TRE MIE ZIE PIE? batteriofago T4, usando come mutageno la
' proflavina, che provocava I'eliminazione di

HAI SEI API BLU PER TRE MIE ZIE PIE? una base e quindi delle capacita infettive

HAI EIA PIB LUP ERT REM IEZ IEP IE? del batteriofago su E. coli

HAI EAP IBL UPE RTR EMI EZI EPI E?

HAI EAI BLU PER TRE MIE ZIE PIE?

L’eliminazione di una o due basi impediva il funzionamento del gene (“frameshift mutation”),
ma I'eliminazione di tre basi ripristinava la “cornice di lettura” del codice

Crick e Brenner conclusero che il codice funziona a triplette,
senza interruzioni o segni di interpunzione

Fonti: Crick et al., Nature 192: 1227-1232, 1961; Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Decifrazione del codice genetico

Marshall Nirenberg e Heinrich Matthaei
decifrarono il codice nel 1961 con una serie di
geniali esperimenti su polimeri artificiali di RNA

Prepararono un RNA artificiale contenente solo
uracile (poly-U) e lo inserirono in un estratto di
E. coli che poteva produrre proteine

Il risultato fu una proteina che conteneva
SOLO I'amminoacido fenilalanina

Uuuuuuuuvuvuvuuuuuu
Phe-Phe-Phe-Phe-Phe

...e cosi proseguendo riuscirono a decifrare
tutto il codice

Fonti: Matthaei et al, PNAS 48: 667-677;
Gonick and Wheelis, 1983
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Marshall W. Nirenberg (1927-2010)

Premio Nobel 1968 per la Medicina e la Fisiologia
per la decifrazione del codice genetico, con
Gobindh Khorana e Robert Holley

Celebrazione degli
studenti e del personale
del National Institute of
Health per I'assegnazione
del Nobel a M. Nirenberg
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Prima versione del codice genetico scritta da
M. Nirenberg nel 1965

Fonte: National Institute of Health, A Tribute to Marshall Nirenberg, 2015



Prima lettera

Il codice genetico (piu 0 meno universale...)

Seconda lettera

U c A G
Uy UAU 5. . Tl U
Uuc [Fenialaning %g LAC [THosha UGC Cisteina c

|— Sari
WA |iaueina L”Eé e Codare di stop | [T Codene di stop | A
UG Godone di stop fiplolano. |G
cw o o0 [sting i g
CLC [FE O [ C 2
cua |2 Hloca (Peina ==l (AR
cua CCG caG [Ghamina  |ICGG 5
AUU AAU R | TEIV] u
ALC [lsobucina |f:S5 ang [Roperegina || feemna |
AmAL AGA | A

Mationina || ACG Lisina Aminina

Codmad inzdl | sl ki) G
GUU GCU GAU |Acido GGU U
GUC | GOC | s [(GAC JaspatieaflcGe| C
GUA [44 GCA | ARt Acido GeA|GRa 1y
GUG GOG GAG |aktamico |GGG 5

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012

Terza lettera

Seconda lettera

U c A G
vuu | ucu vau | UGU U
uucC ucc Se UAC UGC C
Ul uvua Lew | UCA = BEANSER A
uuGc ucG UGG Trp |G
— cuu ccu CAU CcGU U _
[ro) His -
e cucC CccCcC CAC CGC C =
=G Leu Pro Arg =
g CUA CCA CAA Gla CGA A OEJ
*é CuUG CCG CAG CGG G 5
@ RCA
5 AUU ACuU AAU AGU _ g
= Asn Ser u 2
@ AUC Ile ACC Thr AAC AGC c 2
£ A| AuA ACA AAA | | AGA &
= ys Arg |A &
GUU GCU GAU Als GGU U
GUC GCC GAC 2 GGC C
G Val Ala Gly
GUA GCA GAA G, | GGA A
GUG GCG GAG GGG G
I = Codone di stop
I = Codone di inizio
FIGURA 12-5 | Il codice genetico

Il codice genetico specifica tutte le possibili combinazioni di tre basi
che costituiscono i codoni del'mRNA. Dei 64 codoni possibili, 61
specificano aminoacidi (vedi Fig. 3-16 per la spiegazione delle ab-
breviazioni). Il codone AUG specifica I'aminoacido metionina, ma &
anche un segnale di inizio della traduzione per il ribosoma (“start”).
Tre codoni (UAA, UGA e UAG) non specificano alcun aminoacido,
ma sono invece dei segnali per la terminazione della sintesi proteica

(“stop”).




Trascrizione e Sintesi proteica:
punti fondamentall

Trascrizione del DNA in RNA
Controllo della trascrizione e “splicing”
RNA messaggero (mRNA)

Codice genetico
Decifrazione del codice
RNA di trasferimento (tRNA)
Amminoacil-tRNA sintetasi

Ribosomi e RNA ribosomiale (rRNA)
Traduzione del messaggio: dagli acidi nucleici alle proteine
Controllo pre- e post-traduzionale
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RNA di trasferimento, o RNA transfer
(tRNA)

3
OH Sito di attacco
<~ dell’aminoacido

icioniano)

.....
.....
.....

S
.....

Ansa dell’anticodon

Filmato: ripiegamento del tRNA

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



Struttura dellRNA di trasferimento, o RNA transfer (tRNA)

al cacoitore mostea la struttura mostea in particolare kb rgioniinteme scttolinea Fappaiamento delie basi

Questo modalic compatto elaborato Questa rappresentazione tridimensionake Il modalio appiattito *a trilcgho’
tndimansionale di un tRNA. associte mediante appaiamento dale basi. t@ nuclkeotdi compbmantan.

Sito di attacco
V 9 / dilarmoacety

"\ W a\ PV (sempm CCA)
A "\ Legami a idrogeno _/1:-‘
. tra basi appaiate 1}

L'anticodone, costituito

dalle tre basi che interagiscono
con FmBNA, é distante dal sito
i legame dellaminoacico.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Le basi modificate nelle anse del tRNA

Attachment Site

Due delle “anse” del tRNA contengono nucleotidi con
basi modificate, derivate dall’'uridina

Ansa DHU, contenente diidrouridina (DHU, UH,, D)

Ansa TWC, contenente pseudouridina (W oY) Varible Loop

Anticodon Stem

Il ruolo delle basi modificate riguarda il corretto
ripiegamento “a L” del tRNA e la “flessibilita” della
struttura: la pseudouridina la stabilizza, mentre la
diidrouridina la destabilizza

o) Q i
T NH HN!HHNH
HO ) N/l\o HO ) N/J\o HO i NS0
OH OH o o OH OH
Uridina Diidrouridina Pseudouridina

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



tRNA

Estremita 3' OH

Estremita
accettrice
di aminoacidi

P) Estremita 5

H Aminoacido
Legame idrogeno o rI\I (fenilalanina)
C\

0.3

3, % Anticodone
(a) (b) Anlig# (¢)
FIGURA 12-9 | I;;:ppresentazioni di una molecola di La molecola d| tRNA pub essere
(a) La struttura tridimensionale di una molecola di tRNA & determi- rappresentata |n Var' m0d|, Che tuttaV|a
nata dailegami a idrogeno che si formano fra le basi complementari. . . . . .
I} Ut naseoutians tftlesnsnsicadsne thes aposls i misdo evidenziano sempre le posizioni pil
ifico con il codone presente sull’'mRNA. L'aminoacido viene le- . . .
;pafgall'esct?emi(t:;3'-(§I-TdeeslenJ:|:otideterminale. (Sal;iseognzsch:- |mportant|: |’al1$a de"’antICOdon e

matico di un aminoacil-tRNA che mostra come |'aminoacido é le- I,estremité CCA a CU' é |egat0 IaammlnoaCIdo

gato al suo tRNA mediante il suo gruppo carbossilico, lasciando il
gruppo aminico disponibile per formare un legame peptidico.

Fonti: Solomon et al., 2012; Alberts et al., 2002



“Codon” (“codone®) e “Anticodon” (“anticodone®)

amino acid attachment

nucleotide 76— 4]

(3’ ena)

nucleotide 1-|

E>PCCOD0 P00 5 =

(A)

5 5 TS = 3 e S TR S TR VA S AA s A s g
cc CCAUCGCUAAAG
2 G G
g z
& S
5 5
g 2 <
[ g [
e = 2 R
= ©
incoming tRNA
% s > carrying an
L growing polypeptide chain amino acid

La sequenza di tre basi dell’anticodon nel tRNA € COMPLEMENTARE alla
sequenza di tre basi che codifica per un particolare amminoacido (“codon”)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



Ammincacdo =

« . ” - (T, Amminoacil-tRNA sintetasi
Caricamento” del tRNA con O B

= <aprids
’v"“ 4 [ernamal
y . . . "\ l.l'
I'amminoacido: s \ © 11 sito attivo lega
P PP adenozina | ' I"amminocacido ¢ I'ATP
|
'enzima ATP

6
amminoacil-tRNA sintetasi —

€) L'ATP perde due gruppi
D fostato, legandosi
I \\ ; J )

\‘ alfamminoacido
<\ softo forma di AMP
{F:‘{V“‘ Adangsing \
- |
P Ty |
Pirafosfato (BB,

4
\
|
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g - |
1 Th

Fosfato — (=
N
N

TRNA ] _"“\
Uno specifhico / N\
0 IRNA si lega T[U 4 \

covalentememe
all'amnminoacido

sostituendo I'AMP

J J
IE-‘: vy ;.-;J;.)_J - fm

0 'enzima rilascia '\/A'.' \
Famminoacido attivato
\

L "
&N
Animazione AMMInoacil-tRNA |

\un “amn

\
ninoaEcKio attivaio”) ‘

A
y
\

Y

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Come funziona 'amminoacil-tRNA sintetasi

e L'enzima attiva Famincacido catalizzanco
una mazione tra gestoe FATP in cui
siformano un AMP-aminoacido a ekbvato
contanute enegetico e uno icne pirofostato.

Amincacido (5) /
JATP) © (AA) specifico YA TR
o L'enzima attivante, una D Fhrofosfato
aminoaci-tBNA sintetasi,
possiede un sito attivo
costituito da tre porzioni
che nconocscono tre
molkecok pill piccole.
Cani aminoacido
nchiede una specifica Sito per il tBNA Amlmacido
Sintetasi attivato

P

R 55
~. Sito per Faminoacido
Sito par IATP

7
-

fa siche il cometto .‘;

amincacido reajisca
con Fappropriato IBNA.

Lenzima pud inzame o La specificita delfenzima
un nuo.occbcatalnoo

tRNA CarDo tRNA specificc
zl
tRNA-AA
e IltRNA canco pora e
L'enzima catalizza
il cqre?to amincacido quindi una reazicne
a unirsial prodotto tr@a Faminoacido
polipepticico dalka attivato e il cometto
tracduzione in via d sintesi. tRNA.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



