Controllo dell’espressione genica pre- e post-trascrizionale

ed eventi post-traduzionali



Controllo dell’espressione genica
nei Procarioti e negli Eucarioti
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Modificazioni post-trascrizionali
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Controllo della traduzione

Ripiegamento corretto della proteina (“folding”)
Modificazioni post-traduzionali

“Etichettatura” e “spedizione” delle proteine alla loro corretta
destinazione

|dentificazione delle proteine difettose e loro eliminazione nel
proteasoma



Il primo esempio di controllo della trascrizione e stato scoperto nei Procarioti:
I “operon” del lattosio in E. coli

Il batterio Escherichia coli utilizza normalmente glucosio come fonte di energia, ma quando il glucosio

scarseggia puo usare anche il lattosio

Per usare il lattosio come fonte di energia il batterio deve produrre tre enzimi necessari alla sua
trasformazione in glucosio, la B-galattosidasi (Z) la permeasi (Y) e I'acetilasi (A)

Gli enzimi sono prodotti solo quando vi e lattosio nel mezzo di coltura (e manca il glucosio)
L'insieme dei geni strutturali che producono questi enzimi, controllato da geni regolatori (“operatore” e

‘promotore”), &€ detto “lac operon” (“operon” del lattosio)

| geni la cui espressione, normalmente repressa, puo essere indotta in determinate circostanze sono detti
“geni inducibili”, mentre quelli che sono normalmente espressi si dicono “geni costitutivi”

lac Operon
“_ Regulatory sequences —>‘ «— Structural genes ——»
|

DNA I I
Promoter for /

regulatory gene
(pi)

/ Operator (0)

Structural gene
for B-galactosidase

\
Structural gene
for B-galactoside
transacetylase

Promoter for
structural genes (py,.)

Structural gene
for B-galactoside
permease

Regulatory gene
(1) codes for
repressor protein

Fonti:
Sadava et al., Life: The Science of Biology, Sinauer Associates 2004;
Sadava et al., 2014., 2019

Premio Nobel per la Medicina 1965
“for their discoveries concerning genetic control
of enzyme and virus synthesis”

Francois Jacob
(1920-2013)

Jacques Monod
(1910-1976)
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Rappresentazione a fumetti del
funzionamento dell’ “operon” del lattosio

Fonte: Gonick e Wheelis, 2005
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No lactose : Lac operon turn off
RNA polymerase

L'unita operativa che utilizza il lattosio (“lac operon”) & ;

o , . I '( ) >, Yy A
costituita dal promotore (P), dall’ operatore (O) e da tre geni B P o I
strutturali: Z (che codifica una 3-galattosidasi), Y (che LoRNA
codifica una permeasi) e A (che codifica una transacetilasi) V) iibier

Lactose in the media : Lac operon turn on
2 . c RNA polymerase
Quando non vi e lattosio nel mezzo di coltura, una 1 f—»z v N
proteina repressore, legata al sito operatore, T vee
impedisce I'attacco della RNA polimerasi e quindi la “‘:‘j" S ' ___MRNA
trascrizione dei geni strutturali Qe ' QO iactose
[
Se si aggiunge lattosio al mezzo di coltura, il lattosio P-galactosidase -J
. . galactose glucose

si lega al repressore, modificandone la forma e
costringendolo a staccarsi dal sito operatore reiator G gene genez gene’

p-gg:lgcéssig;se) g:el:m?as‘:; trargi?a::tytl,arse)
La RNA polimerasi € quindi libera di trascrivere i tre e oA
geni strutturali che producono le tre proteine el ;’J°R'3::§t ?{gtg ‘

repressor)

indispensabili all’utilizzo del lattosio BCimR

repressor
protein lactose operon & 2001 B SoaCols . Thomooh Losmiua

regulator promoter operator
gene region region regulator promoter operator
gene region region

Y gene A gene

£ gene ¥ gene A gene ‘ | Z gene

Filmato
Fonti: Sadava et al., 2014, 2019



Two operator DNA

CHz OH sequences bound
CHzOH +—o0 CHOH .
; H/ \ H | 0 * -

Lactose Allolactose  nd \"

H OH

L'induttore del lac operon in realta non ¢ |l DS
lattosio, ma un suo isomero, I'allolattosio

Struttura della proteina repressore tetramerica Lac,

RHA

S L — Operatar _che si lega al sito operatore defor_mando_ il DNA ed_
— impedendo alla RNA polimerasi di trascrivere i geni
>N R ilecs | Jeck A4
l _- Glucose Eat?h-_:ﬂite activator
Feed mRNG I R E—— oo
l Fse aperon mBEMA ... - — Cyclic AMP
Inactive @®
el Lac repressor 2= s | Jeey e RN
Active *,
Lae repressor anolactose (I +— @ Lactose
RN
polyrmerase
La trascrizione dell’operon del lattosio pud essere inoltre _ t o
. ‘e . . . A . Cyclic &MP Catabolite activator
intensificata: in condizioni di carenza energetica (assenza pratein
di glucosio), da ATP si forma AMP ciclico (“segnale di 2= e e

fame”): questa “molecola segnale” si lega ad un’altra }
proteina, formando un complesso che facilita 'aggancio ctive /ﬁ)
della RNA polimerasi, intensificando la trascrizione Lac repressor |

Inactive /@_
Lac repressor Allolactose

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019
http://proteopedia.org/



Regolazione negativa e positiva dell’espressione genica

NEGATIVE REGULATION
bound repressor proton prevonts transcription

bound reprossor
proteln

GENE OFF

POSITIVE REGULATION
bound activator protein promotes transcription

bound activator

%

RNA polymoraso

GENE ON

M
77\

FROTEIN

UGAND BINDS
TO REMOVE — e
REGULATO RY 5 .
PROTEN ‘ : l :
FROM DNA
ADDITION OF LIGAND % ADOITION OF LIGAND motain
SWITCHES GENE ON BY SWITCHES GENE OFF
REMOVING REPRESSOR BY REMOYING ACTIVATOR
PROTEIN PROTEIN
—
oR
oy
é GENE OFF Q GENE ON
LIGAND BINDS 1 mMRNA
TO ALLOW ——
| ReEGULATORY O 5 3
PROTEIN TO REMOYAL OF UGAND L
BIND TO DNA SWITCHES GENE ON BY ey T G
REMOVING REPRESSOR proteln

REMOVYAL OF LIGAND
SWITCHES GEME OFF

BY REMOVING ACTIVATOR
PROTEIN

L'operon del lattosio rappresenta un caso di regolazione negativa della trascrizione

Esistono anche meccanismi di regolazione positiva, nei quali una proteina attivatrice
si lega alla RNA polimerasi, intensificando la trascrizione

In questo caso il ligando agisce staccando la proteina attivatrice e rallentando (o
bloccando) la trascrizione del gene
Fonte: http://www.biologyreference.com



Struttura dei promotori nei Procarioti: le “sequenze consenso”

| promotori contengono specifiche sequenze di DNA (“sequenze consenso”) che
possono essere riconosciute dall'RNA polimerasi: queste sequenze sono
generalmente conservate nel corso dell’evoluzione

| promotori dei Procarioti contengono due principali

Promoter sequenze consenso (“Pribnow-Schaller box”) in
g(;,:;gn 1BA;/;$“ —> corrispondenza dei siti a -35 e -10 basi (cioe “a
e & rorton monte”) del sito di inizio della trascrizione

RNA Polymerase

Sigma protein recognizes promoter

Core RNA polymerase DNA complementary strand
Watson
La RNA polimerasi & “guidata” verso i promotori da Signa
una serie di proteine dette “fattori sigma” (“o factors”): L - / o, ek
o 0 o S 5/». / < N\ . 4 { \ ’
il piu importante € o70 (peso molecolare 70 kDa), ' ' 1

detto fattore “housekeeping” o “primary” ¥

5 N,
{/ = u
e

Promoter

CT-ATTAATCATCGAACTAG“GTACGCA

-35 box -10 box mRNA start

La proteina ha una struttura a quattro regioni, di cui la seconda
riconosce la sequenza a -10 e la quarta la sequenza a -35

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019; http://www.bio.miami.edu



Negli Eucarioti la regolazione dell’espressione genica & basata su processi
simili a quelli dei Procarioti, ma € molto piu complicata...

Eukaryotic Gene Expression: An Overview

1 m DNA
=< \_T?eTmmm?es e
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Struttura dei promotori negli Eucarioti:
le “TATA box” e i fattori di trascrizione

L’ RNA polimerasi degli Eucarioti si lega al DNA in
presenza di proteine regolatrici (“fattori di trascrizione”)

che si legano ad una TATA box, situata generalmente circa t —
) ‘plexlsasmg\

25 nucleotidi a monte del sito di inizio della trascrizione

Tra i fattori di trascrizione piu importanti negli Eucarioti vi &
la proteina TFIID (“Transcription Factor Il D), costituita da

varie subunita chiamate TBP (“TATA box Binding
Proteins”) e TAF (“TATA box Associated Factors”)

Fonti:
Sadava et al., 2014, 2019; Louder et al., Nature 2016

TATA box-binding protein (TBP) with a
mass of 38 kDa (shown in yellow).

TBP, with it's folded o ped
structure, interacts with the minor groove
in the DNA. This creates a bend in the
DNA strand once the TBP I bound.

>\

Nel 2016 e stata ricostruita in ogni dettaglio
(tramite microscopia crio-elettronica) la struttura
di TFIID, TFIIA e altre proteine associate ad un

promotore umano estratto dalle cellule HeLa
(Louder et al., Nature 531: 604-609, 2016)

L’ espressione genica degli Eucarioti € inoltre finemente
controllata da specifici attivatori e inibitori e dal
rimodellamento della cromatina effettuato dagli istoni
(proteine basiche che formano il nucleosoma)



Controllo dell’espressione genica

Controllo della trascrizione

Modificazioni post-trascrizionali

Splicing
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iﬂtron exons
G —————————— ] | \

l INITIATION OF TRANSCRIPTION
= R = pa— jo— ]
= \ | R jo— ]
CAPPING
1 ELONGATION
cap SPLICING
Il IS jiie] \ jo— |
N . =1 ’ [ |
POLYADENYLATION
+ TERMINATION
o AAAA mRNA
| |
EXPORT poly-A tail NUCLEUS
C
e AAAA mRNA CyToSoL
. mRNA DEGRADATION ¢ ¥
INITIATION OF PROTEIN SYNTHESIS

%AAAA

COMPLETION OF PROTEIN SYNTHESIS
AND PROTEIN FOLDING

H2N
COOH
PROTEIN DEGRADATION

H2N
& COOCH

Figure 6-90. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Fonte: Alberts et al.,

Negli Eucarioti le modificazioni post-trascrizionali
comprendono lo splicing alternativo e la
maturazione dell’lRNA trascritto (aggiunta del
“cappuccio” e della “coda” di poli-A)

Transcription Transcription
DNA start site Intron Exon stop site
-~ % \
Promoter ¢ Transcription
Potentnal
regulatory Initial transcription product
elements ¢ Splicing

removed during Finished transcription product
splicing _~"containing only exons

—_—
* Translation

Initial translation
product /
(amino acid chain)

Posttranslational modification

Finished protein

2004



" pae 1 [ | — Exon §
DHA o R ™ e TP e T e TP N e TP e e TN T i
ddeth

[ Altemaive Spiicing ]
Lo splicing alternativo € un . 2 x :
fondamentale metodo di controllo reven e T
post-trascrizionale negli Eucarioti 3G 2 ) / 2SS £ ) ( 253 63
2 Cerd ‘] \ o  XYT.STJum (VTS5

Proden & Pralein B Protein ©

DNA coding for IgM heavy chain P°'V(A) site Poly(A) site
! (ens 1] Lo “splicing alternativo” permette di ottenere
s Seacbsanid ot 3 g | /p. —emeaomotion . d@ UNA stessa sequenza di DNA proteine con
PromnnA | ruoli diversi, come e stato scoperto per la
Exans— fcona (. . o EensiBens AR ima volta in una categoria di anticorpi, le
— | | immunoglobuline M (IgM)
s | I | jAAAA S YY)
o \) y  Senelgene che codifica per una IgM tutti gli
. \\ f |ntron_| SONO rimossi, I’mRNA produce-una
”""‘W”a'"\/\ 1 \ V2 Sec,e.ed.gm\) {/ proteina lunga, con una regione terminale
Light chain = idrofoba adatta per ancorare I'anticorpo alla
Membrane lgh ﬁ\ membrana della plasmacellula

Se l'introne successivo all’esone 4 non e rimosso, il codon di terminazione precoce
contenuto nell’'introne determina una proteina piu corta, cioé un anticorpo che non si
leghera alla membrana, ma entrera in circolo

Fonte: Reece et al., Campbell Biology: Concepts and Connections, Pearson 2012



Controllo dell’espressione genica

Controllo della trascrizione

Modificazioni post-trascrizionali

Splicing

Controllo della traduzione

Ripiegamento corretto della proteina (“folding”)

Modificazioni post-traduzional

“Etichettatura” e “spedizione” delle proteine alla loro corretta destinazione
Identificazione delle proteine difettose e loro eliminazione nel proteasoma



: . _ _ Unfolded State:
Una prima modificazione post-traduzionale @%ﬂfm“mcmrﬂarmmwns

delle proteine:

Intermediate Folded

A
7’”

Il ripiegamento corretto dopo la sintesi

—— W, — &y

varie strutture, ma una sola permette il corretto
funzionamento della proteina

La sequenza degli amminoacidi puo determinare %)

"
x £
»
<
———"

Tramite modelli matematici e ricostruzione
\ probabilistica al computer, e possibile prevedere
quale sara la migliore struttura finale della proteina

|

Fonte: http://proteopedia.org/



Sia nei Procarioti sia negli Eucatrioti, il ripiegamento fal H'bﬂs\n\me ~ AT 7
corretto della proteina € aiutato da altre proteine 6 — ~ ., L

dette “chaperonine” ~HepTO N
Partially folded Properly folded
protain protein

Molte chaperonine sono “heat shock proteins” (hsp) \?X > /

cioe proteine prodotte dall’'organismo in risposta a w (=2 s

stress da calore, freddo o radiazioni UV f‘=”wmm'

change
@ i o ;fii'e‘“'.ﬁ"y"""“\ﬁb GroEL/TCiP

) /S,z?:;me , \ / | LN
& & a ¥
.. . . =

— p—

Chance for protein to refold

La chaperonina piu nota € HSP60, detta GroEL in E. coli

Chaperonin

(GroEL-GroES Complex- E.coli/ Hsp 60 Mitochondria)

- Chaperone/ HSP (Heat
Shock) Protein (aids the folding

of other proteins)

- Internal Partly
Hydrophobic Cavity for
Isolated Folding

- Binds & Hydrolyses
ATP to facillitate
folding process

Fonte: http://proteopedia.org/



Modificazioni post-traduzionali
delle proteine (PTM)

Le principali modificazioni delle proteine dopo la
sintesi proteica sono:

- Fosforilazione (aggiunta di gruppi fosfato)
- Glicosilazione (aggiunta di gruppi glucidici)

- Acetilazione (aggiunta di gruppi acetile)

o]

(ﬁ

| .

¢ ¢ 0NH3 == ONH2
Acid/Base 0 ToH =~ ( ) ~o-

uncatalyzed may activate/inhibit

o H,0 o
Hydrolysis t|:| \ II

+9 I Q
I FETI I SR

activate/inhibit proteins; rid unwanted protein; localization

0
JJ\ acetyl CoA

-7 SCoA

0
|
Acetylation NHp  — R J + CoASH
\H .

activation/inhibition of proteins

Ribosome
4 Hydroxylation Phosphorylation g, @
$ 8%, Attaches a hydroxyl Adds a phosphate to 4
o4 (&8, group (-OH) to a side serine, threonine or .gkl
b i chain of a protein tyrosine > E
.,é' Methylation Glycosylation S".’ £
b4 Adds a methyl group, Attaches a sugar, usually L4
@ o"iﬁl usually at lysine or to an "N” or 0" in an o‘s‘l
arginine residues amino acid side chain
,5'? Lipidation Ubiquitination & D
f: A Attaches a lipid, such Adds ubiquitin to lysine .ﬁ:
"'o‘iﬁ, as a fatty acid, to a residue of a target P
\ protein chain protein for degradation i
> Acetylation SUMOylation s |
f Adds an acetyl group Adds a small protein j
PAcS A to an N-terminus of a SUMO (small [ 7"
0‘&5' protein or at lysine ublquitin-like modifier) o‘t‘ﬁl
residues Disulfide Bond & | to a target protein
Covalently links the “S" -5?,:{‘
atoms of two different 45 &
cysteine residues b E e l. ROC KLAN D
[l antibodies & assays

ATP

i
Qo =

0
|
Phosphorylation R—0—P—0-

H,0 o activation/inhibition of proteins

e P

_ O,.a | . 0 -~ | . 0 - T P i o -~
0 ) farneyslpyrophosphate

C
Prenylation - - —
v OOH l lipid transferases|
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localization of proteins;

OO0 000 . . .
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‘ _,"‘[,\] Q
- I 00000

-

0
[LJ‘ - c D)
Ty T
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targeting; alter ty;

Fonte: https://microbenotes.com



Frequenza delle modificazioni post-traduzionali (PTM) delle proteine

© The statistics of experimental @ Phosphorylation
PTMs in dbPTM B Glycosylation

O Acetylation

O Amidation

W Hydroxylation

& Pyrrolidone Carboxylic Acid
H Lipidation

O Methylation

W Gamma-Carboxyglutamic Acid
B Sulfation

O Trimathylafion

@ Blocked

B Formylation

W Deamidation

B FAD

W S-Nitrosylation

& Citrullination

0 Others

Fonte: https://microbenotes.com



Fosforilazione

La fosforilazione consiste nell’aggiunta di
un gruppo fosforico ad alcuni amminoacidi
nella catena proteica

E’ effettuata da enzimi specifici , le chinasi

(“kinases”), che fosforilano soprattutto gl
amminoacidi serina, tirosina ed istidina

—B: NH,
Adenosine triphosphate N
N {ATP) ¢ | )

hy, ‘0 0 NN

0 OH 0-P- -P—O—F:’—O 0
HN 0 00 0
" OH OH
Serine Mg?
l NH,
N
N
L By
NN

OJ\‘AO

Phosphosenne

0 0

+ UPUPO 0
0 U

OH OH

Adenosine diphosphate
[ADP}

L'opposto della fosforilazione € la defosforilazione, N\

in cui il gruppo fosforico e asportato da enzi
fosfatasi, disattivando la proteina

phosphoryl group

O

---O—F|3—O'

o
phosphate group

AT
Phosphatase Kinase

La fosforilazione determina un cambiamento
conformazionale nella proteina, attivandola per
compiere una determinata funzione

Negli Eucarioti anche gli istoni (le proteine basiche
che formano il nucleosoma) possono essere
fosforilati per controllare 'espressione del DNA

Hag

mi detti

L] =30 ] 6 a0 56 zagy 64
T & :

QUOIQQ QOO0
LF]

Fonte: Banjeree and Chakravarti, Mol. Cell. Biol. 31: 4858-4873, 2011



Glicosilazione (aggiunta di gruppi glucidici) e
acilazione (aggiunta di acidi grassi)

H O
| v
—\—('_'—<.‘——IXI—F"'}
] Thr
H[ CH>

asparagine ¢ C=0)
side chain NH

Figure 10-17 part 2 of 2. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

glucose = O
mannose = ‘

Fonte: Alberts et al., 2002 N-acetylglucosamine = O

Figure 12-51. Molecular Biology of the Cel



connecting

sequence

Modificazioni post-traduzional

L'esempio dell'insulina:
ponti disolfuro e taglio proteolitico

B-chain

L'insulina attiva e formata da due catene tenute preproinsuin l

insieme da ponti disolfuro, entrambe originate dalla
stessa proteina precursore

insulin (active form)

Human Insulin

Nel 1958 Frederick Sanger ottenne il suo primo
e s e e Premio Nobel per la Chimica per avere identificato la
sequenza completa degli amminoacidi dell'insulina
(prima proteina interamente sequenziata)

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



Insulina

E’ un ormone peptidico prodotto dalle cellule beta degli “isolotti di
Langerhans”, tessuto endocrino del pancreas

Come regolatore del metabolismo dei carboidrati, I'insulina favorisce
I'asportazione del glucosio dal sangue

E’ una proteina estremamente conservata e di origini antichissime:
molecole con funzioni simili all'insulina sono state trovate nei
Protisti (Amoeba proteus e Tetrahymena pyriformis) e nei Funghi
(Neurospora crassa e Aspergillus sp.)

Isolotto di Langerhans in
pancreas di topo, con cellule beta
la cui insulina e colorata in blu

L'insulina umana €& un dimero costituito da due catene, Ae B
(in totale 51 amminoacidi, peso molecolare 5808 Da), tenute
insieme da ponti disolfuro

o
@§Dq%gé; q%b
@ Chain B @ %

30 amino acids

ol
@2 2

(@)
@ @ Ch.ain A ! @
@ @@;1 amino acids @
! o0
%2

Fonte: https://www.ncbi.nim.nih.gov



Come ¢ prodotta I'insulina

SIGNAL PEPTIDE
10

i 4
= Garv (823
E"2 Vol Asn Gin: His Lev, O His \Lew, Val, Gl Al Leu, Tyr,Leu. Val,Cys. Gt o

Stoy J et al. PNAS 2007;104:15040-15044 PNAS
id resid i

Diagram representing the human preproinsulin molecule showing location of mutations causing ND. The amino acid residues in
the signal peptide are indicated in green, the B chain in red, the C-peptide in orange, and the A chain in biue.

©2007 by National Academy of Sciences

key

signal peptide

B-chain peptide

dibasic cleavage peptides
C peptide

A-chain peptide

1. translation
and translocation

2. folding, oxidation
and signal peptide
cleavage

ER lumen o

Le cellule beta producono inizialmente un unico polipeptide
(preproinsulina) lungo 110 amminoacidi e contenente un e T
peptide segnale di 24 amminoacidi all’estremita N-terminale

3. ER export, Golgi
transport, vesicle
packaging

Il peptide segnale indirizza la proteina verso il lume
del reticol donl fi deai s ] 4.protease cleavage
producendo la proinsulina, lunga 86 amminoacidi A e

secretory vesicle

Nel reticolo endoplasmatico la proinsulina e
ripiegata correttamente e si formano i ponti disolfuro:
subito dopo la proteina & trasportata nell’apparato di
Golgi tramite vescicole secretorie

5. carboxypeptidase E
produces mature insulin

Fonti: Alberts et al., 2002; https://en.wikipedia.org



N terminal

Nell’apparato di Golgi la proinsulina subisce

I'asportazione di un frammento (peptide C) da parte di

una endopeptidasi che taglia in corrispondenza di residui

basici (arginina-31 e -32, lisina-64 e arginina-65) ! e el

Una carbossipeptidasi asporta infine i residui basici,
rendendo matura e attiva l'insulina (catena A, 21
amminoacidi; catena B, 30 amminoacidi)

N terminal

L'insulina € accumulata come esamero e rilasciata dal
pancreas dopo un pasto non in modo continuo, ma ad
oscillazioni di 3-6 minuti

Hydrophobic

core

\/ Pancreas

Charged surface
insulin
release

3-6 min

Fonti: Alberts et al., 2002; https://en.wikipedia.org



O
glucose CnH

O o 3
O
glycogen 4 Q%Q o
> Céo Q O ’-\
&' a fatty acic

yruvate

L'insulina regola il metabolismo aumentando la
sintesi di glicogeno a partire da glucosio nei
muscoli e di lipidi nel tessuto adiposo

Aumenta anche la sintesi proteica e la replicazione
del DNA, ed ha altre numerose funzioni
metaboliche fondamentali

Il recettore dell'insulina € una tirosina chinasi
transmembrana che, all’arrivo dell’ormone, attiva
una serie di eventi intracellulari a cascata

Fonte: https://www.diabetes.co.uk/



Modificazioni post-traduzionali (taglio proteolitico e glicosilazione)
in una proteina del retrovirus HIV (“glycosylated protein”,160 KDa, gp160)

HIV Envelope gp160
(LAl sequence)

™

1.I W T
T H-_.'t. RTIT

o
e
LR
(] “HE] 3

1 M

T

ER lumen

ER-membrane

Fonte: Albert et al., 2002



Controllo dell’espressione genica

Controllo della trascrizione

Modificazioni post-trascrizionali

Splicing

Controllo della traduzione

Ripiegamento corretto della proteina (“folding”)
Modificazioni post-traduzionali

“Etichettatura” e “spedizione” delle proteine alla loro corretta
destinazione

|dentificazione delle proteine difettose e loro eliminazione
nel proteasoma



Destinazione delle proteine
neosintetizzate

La destinazione dipende dalla sequenza
iniziale di amminoacidi (detta “leader”) che
indirizza la proteina verso il citosol oppure

verso le membrane e gli organelli

Fonti: Reece et al., 2011

Leader sequence

Met Leader sequence Met =
\\/\:;\% Compléfed
S polypeptide

mRNA 5 E :
Ribosomal

subunits detach

(a) Translation of leader sequence and polypeptide in cytosol

Nucleus

/ Polypeptide A L
moves to nucleus

o (R Polypeptide

/ . [)  remains in cytosol
¢ A (no leader sequence)
Q})/ Polypeptide A\
~/ moves to
peroxisome Bolybentias
moves to
mitochondrion

(b) Destination of polypeptides translated in cytosol

© 2011 Pearson Education, Inc.



Il reticolo endoplasmatico e I'apparato di Golgi hanno un ruolo fondamentale nelle
modificazioni post-traduzionali e nella destinazione finale delle proteine

Randy Moore, Dennis Clark, and Darrell Vodopich, Botany Visual Resource Library © 1988 The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

Three-Dimensional Nuclear envelope
Endoplasn“C -, Nucleus

‘j” Lume del reticolo
g endoplasmatico

Mitocondrio

Reticolo b
endoplasma‘lc

rugoso — . SR\ S S Y AN
{ o4 o7 j
CNAVS . 1) W AN L |
.; <y .08t 4 I 5

Rough endoplasmic
reticulum

R. Bolender and D.W. Fawcett/Visuals Unlimited

Reticolo
endoplasmatico liscio

Smooth endoplasmic reticulum

Reticolo endoplasmatico rugoso (RER)

Reticolo endoplasmatico liscio (SER)

Fonti: Sadava et al., 2014, 2019;
Reece, 2011



Relazioni tra reticolo endoplasmatico e apparato di Golgi

Nucleus Cell membrane

Nuclear pore Protein expelled

reticulum

Secretory

Ribosome

Cisternae
Cis face , 5
n / Trans face
Transport ST
vesicle
2 A Golgi
. J - apparatus

ttp:iiwww . fredonia.edulbio241fimagesi5.19_ER_and_Golgi.jpg

Rough ER

Smooth ER

Golgi
complex

Transport

vesicles
NG = N Secretory
N Secretory vesicle - vesicles
_budding off (i @“
N '.?Q\
Plasma membrane Secrotion .' Sy

Fonte: https://www.fredonia.edu/



Elaborazione, trasporto e secrezione di proteine

Le proteine neosintetizzate sono trasportate
tramite vescicole dal RER all’apparato di Golgi,
dove subiscono modificazioni post-traduzionali

Se le proteine sono destinate ad essere secrete,
I'apparato di Golgi le “impacchetta” in vescicole
che si fondono con la membrana plasmatica

Se le proteine sono destinate agli organelli o al
citoplasma, la sequenza iniziale di amminoacidi
(“leader”) ne determina la destinazione

Fonte: https://www.britannica.com/

Protein processing and ion
ribosome — L P g
protein ®

cytoplasm

1. Ribosomes assemble
proteins from poly- T
peptides entering NG G
rough ER.

2. Proteins mowve through
the rough ER, where
they are further modified.

{(endoplasmic

3. Transport vesicles containing
the proteins are pinched off
from the rough ER.

4. Transport vesicles fuse with
the membrane of the Golgi
complex and the proteins
are released to the inside.

5. Within the Golgi complex
the proteins are further
processed and stored.

6. Vesicles containing the
finished proteins are
pinched off from
the Golgi complex.

7. Vesicles travel to the cell
membrane, fuse with the cell
membrane, and release the
proteins to the outside.

[@  secretion

) ‘\ of proteins
© 2007 Encyclopaedia Britannica, Inc. cell membrane




Il proteasoma,
luogo di distruzione delle proteine difettose o che hanno esaurito il loro compito

Il proteasoma € un grande complesso proteico citoplasmatico a forma di barile,
in grado di distruggere le proteine tramite enzimi proteolitici e quindi di
regolare I'intera attivita cellulare

Il proteasoma degli Eucarioti € formato da una regione centrale (“core”) costituita
da due anelli di 7 subunita proteiche

Le proteine entrano da ciascuna estremita tramite un ingresso (“‘gate”) e sono
disgregate in piccoli peptidi nella regione proteolitica centrale

Le proteine destinate alla distruzione devono essere “etichettate” con una o piu
molecole di una piccola proteina detta ubiquitina (“segnale di morte™)

Premio Nobel 2004 per la

0 gg Chimica per la scoperta
06§0 del proteasoma

proteasome

Avram Hershko, Aaron
Ciechanover e Irwin Rose

Fonti: Sadava et al., 2019;
https://www.nobelprize.org



Struttura del proteasoma

La regione centrale 20 S (“ ") é
fiancheggiata da due regioni regolatorie 19 S,
che hanno la funzione di “cancelli” (“gate”)

Engaging the Proteasome
(Commitment)

Unfolding and
Transloca

tion

195

Ubiquitin-Dependent
Proteasome Degradation Cycle

Proteciysis

Polyubiquitin
Chain Recognition

@\51 E2, E3 @\ 0= \ .
DeUb's 5

La proteina destinata alla distruzione, complessata
con alcune molecole di ubiquitina, entra da uno dei
“cancelli” ed esce suddivisa in piccoli peptidi dall’altro

Fonte: http://proteopedia.org/

Filmato

198

Regulatory
Particle

208
Core
Particle

19S5
Regulatory
Particle




Ubiquitina
piccola proteina che rappresenta un segnale molecolare di distruzione
negli Eucarioti

UBIQUITIN CYCLE AND PROTEIN DEGRADATION

LIbiguitin Activation

@ <« \‘
e ‘Freeublqu-nn

‘ Oligopeptides
Chain D-sasg-em:;& W

e ey

PPi B AMP

ATP

N-terminus

_ /== Lysine 63

C-terminus

Deconjugation

{Deubiguitinating Enzymes)

Lysine 48 Degradation

76 amminoacidi, 8.5 kDa

Ublquitinated Substrate

Oltre a contrassegnare le proteine destinate alla

distruzione nel proteasoma, |'ubiquitina ha un ruolo Ganiygation s rreteasme
fondamentale in numerosi processi cellulari, tra i quali
l'apoptosi, il ciclo cellulare, il differenziamento, le L'ubiquitina & una proteina altamente conservata tra
patologie neurali come il morbo di Parkinson e la gli Eucarioti: la percentuale di identita di sequenza
malattia di Alzheimer, il cancro e la risposta immunitaria tra 'ubiquitina umana e quella del lievito modello

Saccharomyces cerevisiae € 96%

Filmati
Fonte: http://www.bmrb.wisc.edu



- Plapgpiogg 4

Thanksgiving! ¢

Peas e Carrots, tacchini “graziati” (si spera...)
dalla Casa Bianca nel 2018

Carrots:

Hatch Date: June 28, 2018 Hatch Date: June 28,2018
Height: 30" Weight: 39lbs Wing Span: 36" Height: 32" i 1lbs  Wing Span: 36”

Favorite Music/Band: Brad Paisley lvis
Favorite Snack: Popcorn
Gobble Style: Boisterous

Favorite Sport: Ice Fishing

Gobble Style: d Confident
Favorite Sport: Telemark Snow Skiing
Favorite Pastime: Yoga

Favorite Pastime: Watching planes
& Goal: Meet the Virginia Tech HokieBird

Goal: Learn to Fly




