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Proteine e contrazione muscolare

Una delle caratteristiche fondamentali delle prated quella di poter interagire fra di loro e/o con
altre molecole biologiche formando dei complesstmomolecolari funzionali.

Numerose strutture complesse sovramolecolari, graltinterazione di catene polipeptidiche di
tipo diverso o dello stesso tipo, realizzano lailiétcellulare. In molti sistemi contrattili ed in
molti tipi di muscolatura la contrazione si basHisterazione di due proteine principali: I'actirea

la miosina g§istema contrattile acto-miosinico)

Sia nel sistema acto-miosinico che nei sistemi @@to-miosinici, il movimento (quale il
movimento intracellulare degli organelli, etc..vene lungo percorsi ben definiti ed utilizzando lo
stesso meccanismo biochimico fondamentale. In qudatie, questi sistemi sono deputati alla
produzione del movimento poiche vanno incontro aifiehe strutturali indotte dal legame e
dall’idrolisi di un nucleoside trifosfato: 'ATP.’ATP si scinde in ADP e Pi. L’energia chimica
liberata dall’idrolisi del legame fosfo-anidridico dellATP viene convertita in lavoro (energia
meccanica/cinetica).

Il legame del nucleotide e [lidrolisi del legame ngmortano una serie dimodifiche
conformazionali della miosinacon differente affinita per le molecole polimegchhe hanno la
funzione dibinari guida. In particolare, le modifiche della miosina vengoconvertite in un
movimento mirato lungo lorma polimerica dell’actina.

ACTINA
E’ una delle proteine piu abbondanti nelle cellegcariotiche (fibre muscolari, citoscheletro
cellulare, ecc.). In queste cellule puo rappreserftao al 10% delle proteine totali.
L’actina e codificata da una grande famiglia gengayeni (4 isoforme di-actina nelle cellule
muscolari; -actina ey-actina nelle cellule non muscolaril. gene per l'actina del muscolo
scheletrico ACTA1, mappa sul cromosoma 1, sul braccio lungo dehosmma (q), alla banda
1942.13-q42.2. Copre una regione di DNA di 11.8&k&pdi nucleotidi (11.87 kbasi): tra il
nucleotide 225.885.589 al 225.873.721 sull’eliceerse (3'— 5’) del DNA cromosomico, ed é
formato da almeno 7 esoni.

DNA 5 |3
L -

| sequenze non codificanti | sequenze codificanti

La proteina espressa da ACTAL e costituita da eqaenza di 375 aa per paso molecolare
(MW) di circa 42000 Dalton

Sequenza amminoacidica dedotta dalla banca dafif BA&|4501881|ref[NP_001091.1| actin, alpha lletkémuscle
[Homo sapiens]
1,MCDEDETTALVCDNGSGLVKAGFAGDDAPRAVFPSIVGRPRHQGVMVGM®KDSYVGDEAQSKRGILTLK
YPIEHGIITNWDDMEKIWHHTFYNELRVAPEEHPTLLTEAPLNPKANREKMTQIMFETFNVPAMYVAIQAVLS
LYASGRTTGIVLDSGDGVTHNVPIYEGYALPHAIMRLDLAGRDLTDYLMKI LTERGYSFVTTAEREIVRDIKEK
LCYVALDFENEMATAASSSSLEKSYELPDGQVITIGNERFRCPETLFQPSEMESAGIHETTYNSIMKCDIDIRK
DLYANNVMSGGTTMYPGIADRMQKEITALAPSTMKIKIIAPPERKYSVWIG GSILASLSTFQQMWITKQEYDEA
GPSIVHRKCF,375



L’actina ha una struttura globulare (con strutsgeondarie ad-elica, in azzurro @-foglietto, in
arancio). Essa e formata da 4 domini (I-IV) ed gaca di legare una molecola di ATP nella parte

centrale. Questa forma strutturale viene denomi@aaatina (actina-globularg
Solco per ATP
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Ciascun monomero di G-actina puo interagire conaltremonomeri grazie a siti di legame forti
che mediano interazioni testa-coda (domini Ill-IM).primo passo € la formazione di dimeri e
trimeri, che in seguito si accrescono mediantegiagta di monomeri ad entrambe le estremita. Si
formano cosi i polimeri diF-actina (filamenti di acting. Mg++, Na+ o K+ inducono la
polimerizzazione che si verifica grazie @ltolisi del’ATP .
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Nei filamenti ogni monomero G € ruotato di 1Gf8terminando una conformazione simile ad
un’elica. 2 filamenti di F-actina si avvolgono arfaare una doppia elica.

La F actina e polare: tutti i monomeri di actinasmrientati nella stessa direzione e pertanto i
filamenti di actina hanno una polarita distintal@ébdro estremitaestremita a barbigli (“barbed”),

0 estremita piu (+); estremita appuntita (“pointed”) oestremita meno (-) Le due estremita di F-
actina non crescono omogeneamente: I'estremitascerpiu velocemente dell’estremita -. Questa
polarita € importante sia per I'assemblaggio che stabilire una direzione specifica per il
movimento della miosina rispetto all’actina.

| filamenti di F-actina contengono circa 360 moleadi actina. | filamenti sono stabilizzati da una
proteina: lgB-actinina. Ciascuna G-actina, oltre a siti di legame coredR-actine, contiene un sito
ad alta affinita per legare la testa dellesina (domini | e Il, sulla superficie esterna, sferattedi
nella figura successsiva).



MIOSINA

La miosina & una ATPasi (enzima che idrolizza Ad@éme l'actina) che si muove sui filamenti di
actina. E’ dunque la proteina motrice, trasformabelwergia dell’ATP in lavoro.

Diverse e numerose sono le miosindYQOSIN, MY) (e quindi i 39 geni che le codificano nel
genoma umano) che differenziano per struttura eenondelle catene componenti e quindi per
funzione e classificate in diverse classi (da NIR).

Le miosine della contrazione muscolare appartengtlacclasse Il. Laiosina Il e l'isoforma piu
espressa nell’'organismo. Ci sono 8 geni per leorsoé sarcomeriche, di cui 6 sul cromosoma 17. |l
gene per la catena pesante della miosina espressassuto muscolare € infatti MYH2, sito sul

cromosoma 17p. Alternative titles; symbols

MYOSIN, SKELETAL, HEAVY
CHAIN, ADULT 2;

MYHSA2

MYOSIN, HEAVY CHAIN, lla;
MYHC2A,;

MYH2A MYHC lla

Gene map locus7p13.1

L’allenamento opera sulla regolazione genica, nmicatifdo I'espressione della catena pesante in sue
diverse isoforme (catena pesante, heavy chain, Mi4C2), ad esempio da MYHC2-Af o -Bf
(veloce) @BMYHC lenta .

La miosina Il é infatti formata d2 catene pesant{MHC). Ciascuna di esse e formata dalla testa
(struttura globulare) e la coda (struttura fibjadial 30 nm, per un peso molecolare di circa 200 Da
ed é legata @ catene leggere MLC1/MLC2(in tutto 4 catene leggere, attorno alle regiosli d
collo).

N-terminals._

coiled coil di due « eliche catene leggere

C-terminale collo o regione cermiera /7

L 150 nm J

100 nm

Altre miosine si differenziano per il numero di @a¢ leggere e pesanti e per la lunghezza della
componente fibrosa. MYl e MYV sono coinvolte neloscheletro e nello scheletro delle
membrane.



Head Meck Tail
—_, .

My osin | |: 2

——
Calmodulin
light chains

Je——130 nm ——=|

My osm |l

Regulatory

Essential l@ht chain
light chain

Myomin W

Calmodulin light chains

Le catene leggere possono essere essenziale atregob calmoduline, comunque proteine che
legano il Ca++.

La frammentazione sequenziale della catena pesaoriel'impiego di enzimi proteolitici ha
permesso di studiare piu in dettaglio i domini aetlatena pesante, ovvero la loro struttura e
funzione. La chimotripsina scinde la molecola ire dtammenti:meromiosina leggera (LMM) e
meromiosina pesante (HMM). Quest'ultima e ulteriormente scissa dalla papamalue sub-
frammenti globulari S1 e un frammento a baston@®2o | punti in cui la miosina e scissa dagli
enzimi proteolitici sono quelli a maggiore flessthi (cerniere) che consentono alle teste di flettersi
durante la contrazione.
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Il dominio globulare (testa), permette il movimend&lla molecola perché possiedsti di legame

per actina e 'ATP.

Nella MYIl e V le catene pesanti dimeriche si asgog per formare una struttura fibrosa.

Il dominio della coda fibrosa contiene i siti dglame che ne determinano la funzione ed ée il punto
di inizio per la formazione dei filamenti spessidgfitamenti).

' 325 mm ,

Bare rane
Myosin heads fyosin tail

Durante la formazione dei filamenti spessi vengoniovolte centinaia di miosine (~ 400 molecole
di miosina raggruppate in due fasci contrappostt @00 molecole). Pertanto,filamento spesso
ha un’organizzazione bipolare: la zona centralerigapdi teste.Molte teste interagiscono
simultaneamente con i filamenti di actinamuovendosasincronicamente.



Le due catene leggere legano il Ca++.
E’ possibile valutarén vitro il movimento delle miosine, valutando quelle deltgine legate dalle

teste delle miosine.

§um

filamento di actina
testa di miosina

— vetrino

Il movimento di polimeri di actina fluorescente &wabile con un microscopio a fluorescenza.
Ogni frammento S1 della testa della miosina hardgini: il collo (blu), che € in continuita con la
coda che contiene le catene leggere (RLC, viotulatory light chain, e ELC, gialla, essential ligh
chain), ed ildominio motore.

Actin Binding

ELC

Il motore ha una struttura globulare che conti¢deminio che lega I'actina. (loop 2) e quello che
protegge I'entrata del’ATP nella sua tasca (lopp 1

Il motore della miosinafunziona comeonvertitore (actino-dipendentejell'energia libera
derivantedall'idrolisi dellATP in lavoro meccanico Il meccanismo di generazione della forza
consiste in una rotazione attiva (il power strakkel)dominio del braccio di leva durante la scission
dell’ATP nel sito catalitico del dominio motore

_ dominio
~ convertitore

braccio di leva
della miosina

miosina

siti di attacco
all*actina




La mutazione di Arg-719 in Trp (Arg719Trp) lozata nel dominio convertitore causa un
aumento di 48-50% della generazione della foragiéita della fibra.

ACCOPPIAMENTO DELLA IDROLISI DELL'ATP
AL MOVIMENTO DELLA MIOSINA LUNGO IL FILAMENTO DI AC TINA

In assenza di ATP si ha lo statarigior p ,
(miosina a bassa energia) Myosin head

Actin
[£3)] (=}

1, il legame con I'ATP inducen cambiamento
conformazionale con conseguentistacco della testa
dal filamento

2, l'idrolisi del’ATP ad ADP e Pi causan cambiamento
conformazionaleche produce il movimento di flessione
e distensione della testa. Sirealizza una pronezdi
circa 9 nmche unisce il dominio motore di S1

di miosina durante la scissione delllATP ad unaaltr
actina, in direzione dell’'estremita + del filamento
(miosina ad alta energia)

@‘:I P raleasea .‘A&jl Head pivots and mowves
P, filament (power stroke)
3, la perdita del Pi causen cambiamento 4 ’
conformazionaleche determina il movimento di flessior ADP
della testa. Cio comporta la spinta del filamerutitile
verso il centro del sarcomero (colpo di forza). —

{:-ﬂ: ADF release 4/1[
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4, I'uscita dell’ADP riporta allo stato iniziale dgor.

Esistono omologie di struttura e di funzione nelleteine motrici che si deducono comparando il
funzionamento della miosina con quello di un’afirateina motrice: la chinesina.
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Il meccanismo motore € sempre I'accoppiamento dditdisi del’ATP al movimento della
proteina motrice lungo il filamento di actina owti microtubulo.

STRUTTURA GENERALE DEL MUSCOLO SCHELETRICO E LISCIO
Nel muscolo scheletrico i filamenti sono dispostmaniera ordinata, mentre nella muscolatura
liscia, il reticolo di actina-miosinaé disposto disordinatamente. La contrazione éepita, ma
'ampiezza della contrazione € maggiore.
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Il Sarcomero: l'unita contrattile del tessuto muscolare striaforma fascetti contrattili detti
miofibrille, avvolti dalla membransarcolemma.
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Il sarcomero si presenta come un'‘alternanza diébahihre e bande scure. Esso & delimitato da due
strie di natura proteica, krie, olinee, Z. Ai lati di tali strie vi € una banda chiara detenda |,
costituita da filamenti di actina. Andando versotérno e possibile notare una banda scura, detta
banda A,costituita da filamenti di actina e filamenti diasina interposti tra di loro. Al centro della
banda A vi € una banda piu piccola dettanda H Al centro di quest'ultima e presente una linea
scura, lalinea M, costituita da proteine che interconnettono infidati di miosina. A seguito del
legame delle teste dei filamenti di miosina airfienti di actina, questi ultimi vengono spinti verso
I'interno, accorciando cosi il sarcomero

Riassumendo, l'accorciamento del sarcomero € doualitoscivolamento delle fibre di actina
(filamenti sottili) verso il centro del sarcomero, mediate dai colpi di remi del fiéanto spesso.
Pertantoj filamenti spessi scivolano sui filamenti sottili.
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PROTEINE STABILIZZANTI LE ESTREMITA’ DEI FILAMENTI
Il movimento di contrazione pud avvenire perchiéanfienti sottili(estremita +) sono agganciati al

discoZ daCapZ. Anche I’ a-actinina lega le actine nella banda | e le aggancia abdfsc

7 disk Myaosin thick filament 7 disk

Actin thin filament
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Le estremita — dei filamenti sottili sono protedteTropomodulina che modula la crescita delle
estremita negative e contribuisce a manteneredimei filamenti.

PROTEINE CHE STABILIZZANO L'ALLINEAMENTO DEI FILAME NTI
Il muscolo si stira quando i filamenti spessi etisaton si sovrappongono piu. L’elasticita del
sarcomero é dovuta alla presenza di proteine cterndimano il ritorno del sarcomero alla forma
pre-stiramento.
La Titina o Connectina € la proteina piu grande (>di 2.000.000 MW, 2538000 aa) delle
nostre cellule: contribuisce al mantenimento dedhéettura del sarcomero, mantenendo centrati |
filamenti spessi e fungendo da elastico.

{al
Z disk Actin thin filament Z disk
Myosin thick filament \

Nebulina (700.000 MW) forma lunghi filamenti non elasticg bontatti solo con I'actina, regola la
dimensione della fibra di astina (quindi il numelids-actine che polimerizzano).

LA CONTRAZIONE MUSCOLARE

lak Myofibril
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La contrazione inizia con un aumento della coneaitne di calcio (C&) nel citosol determinata
dalla depolarizzazione della membrana (1). Il ragok dei livelli di C&" nel sarcoplasma & il
reticolo sarcoplasmatico (SR). SR contiene la pmatealsequestrina 64 kDa) in grado di legare
con grande affinita il calcio (40/50 €&mol).
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Quando la membrana si depolarizza, si attiva gttece dellaianodina (lilla) (RYR 1/RYR2 che
funziona da recettore canalee che si apre (2)odonche il C&" fuoriesca dal reticolo per andare
nel citosol. L'aumento della concentrazione defioe a 1G molare innesca la contrazione .

S8
Ca?* n |
-_ Ca?* ca2t

@Ca" recovery

ATP =, FCH,;;—" ADP+ P; U
Caz‘C:J?)

Terminata la contrazione, (3) fpompa SERCA riporta lo ione nel reticolo SR lavorando contro
gradiente di concentrazione del “C4necessita quindi di ATP), ristabilendo la concazibne
citoplasmatica iniziale di calcio (fomolare). Le pomp®MCA spostano analogamente il calcio
dal citoplasma all’esterno della cellula attravdesmembrane plasmatica.
La pompa SERCA, come la PMCA, é una ATPasi (ciowlitka ATP per avere l'energia
necessaria al trasporto attivo) che viene attidaflacalcio stesso quando la sua concentrazione e
troppo elevata. Il recupero della concentraziotienate di calcio nel SR avviene in 30ms (da 10-5
a 10-8 M).
Il rilassamento del muscolo quindi richiede ATPn&e ATP la pompa SERCA non funziona, ma
linterazione miosina-actina & facilitata dagliidivelli di Ca®*. Inoltre, senza ATP, il distacco

ATP-dipendente della testa della miosina dallanaction puo aver luogo, con conseguente rigidita
(i muscolo rimane contratto, rigor).

MECCANISMI CHE REGOLANO
LA CONTRAZIONE MUSCOLARE

1) MECCANISMO BASATO SULL 'ACTINA (nei muscoli striati e nel miocardio)

Nel muscolo scheletrico a riposo la contrazionailgita e tale inibizione deve essere rimossa per
attivare la contrazione. L'agente inibitorio eidgtema dellaropomiosina (TM ).

La tropomiosina € una lunga proteina fibrosa con strutturacadlica che si associa ad un’altra
molecola per formare una doppizelica

La Tropomiosina lega actinaleoponina T, una componente del complesso troponinico.

13



La troponina (TN) e formata da 3 proteine globulari, TN-C, TN-I, TN-TN-C lega ioni calcio,
ha 4 siti di legame nel muscolo scheletrico, 3melcardio, econtrolla la posizione di TM sulla
superficie dei filamenti di actindN-I ha funzione inibitoria ed € in contatto con la &ivea. TN-T
e in contatto diretto con klBopomiosina.

4 Ca

‘Q % C=lega Ca++,

Troporn C (ne Ca)

Tropotun I

Tropotayosin

I= Inibitoria, T=lega TM

La tropomiosina puo occupare due posizioni alternate sul filamento di actina:

- non permissiva alla contrazione permissiva alla contrazione,
con la TM che blocca sull’actina guando Ca2+ autmmda TM
i siti di legame per la miosina sidegjla TN e induce una

variazione conformazionale.
TM si sposta in basso liberando
I siti di legame per la miosina

L’aumento di concentrazione dello io@@2+comporta il suo legame alla TN-C con variazioni
conformazionali e spaziatielle rimanenti proteine del complesso.

nizoyM
\ : bserl
@ Troponin N

Tropomyosin—{ | Complex = - o |

§ nia |

_ o [Ca*] ,_,\ _
“Meccanismo A Qm N
allosterico” Actin | ot e

'
s nizoyM
Tropomyosin bearl

Si tratta quindi di un meccanismo di regolazioneeddente dal calcio. Il controllo € negativo
perche e spento quando c’é contrazione.
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Skeletal muscle

[EonTRACTION]

Actin =« ThM « T — Ca?’

Ca™] aZTT

Ce
Actin = Thl = TR
RELAXATION

A basse concentrazioni di Ca2+ si ha la fase disop(relaxation) e non c’é contrazione in quanto
la miosina non é attaccata all’actina.

L'aumento della concentrazione del Ca2+ innesca laontrazione Il sistema di regolazione
negativa TM-TN é spento dal legame con lo ione Ca2+

Nel muscolo liscio, la contrazione € piu lenta aszadelle sue proprieta: rete disordinata di actina
miosina e variazioni piu lente del Ca2+ citosoliEbsempre un controllo mediato dal calcio, ma
non c’e la troponina che “sente” il calcio. C’e @oe ilcaldesmoneguna proteina di PM tra 85000-
150.000, di forma allungata chega I'actina a bassa concentrazione di Ca2+.

Caldesmone legato all'actina: a sette monomeritre monomeri

Quandacala la concentrazione di calcio, il caldesmone [ si lega a TM bloccandola e
impedendo la contrazione (Actina, TM, CD).

Il caldesmong(CD) puo legarsi anche altalmodulina (CaM, una proteina legante il Ca2+ ,
CaBP, calcium binding protein) ad alta concentnagidi Ca2+.

Smoath muscle
|CONTRACTICN]
Cait &« Cai
Botin = TM

Phosphatase
ind to CO-# GO
o w

MAF kinase

Mitogen Activated Protem-  Actin = Thi= €D

-Chinasi aftrva la contrazione [ReaAXATION

Ca?* + [CaM

Quandola concentrazione di calcio aumenta, il Ca++ sidma alla calmodulina.La CaM adesso
e capace di sottrarre il caldesmone alla TM poichkega (CD-Ca2+-CaM). Pertanto, le teste di
miosina si possono attaccare all’actina (contragion
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Il controllo non é regolato solo dal calcio, ma lemalallafosforilazione del caldesmonelLa
fosforilazione avviene ad opera di chinasi comeMliaP chinasi. Il CD fosforilato (CD-Pi) e
inattivo e rimane lontano dalla TM, determinandattlivazione della contrazione. Aumentando la
fosforilazione, aumenta la contrazione.

La CALMODULINA
E’ una proteina di 148 aa e 17 kDa, un sensor€del e traduce il segnale del Ca++ modulando
I'attivita di altre proteine.

Il legame col calcio induce un cambiamento confaiorzale e funzionale della proteina. Col
cambio di forma vengono esposti all’esterno unae sk siti idrofobici (localizzati nella regione a
lunga alfa elica) tramite i quali la CaM lega altr®teine.

5
Ca=® in depositi
intracalhilari

)

C-torminus
!

JiSoo0)

-4 <

%;/(E)(fr 1l s1to di legame dello 1one calcio
2~ @ _ - E (Glu), D (Asp), N (Asn)

Gli ioni si legano alla calmodulina in una regioteea di E (glu), D (Asp) e N (Asn).

2) M ECCANISMO BASATO SULLA MIOSINA

Il controllo € positivo poiché determina la contrazione, dipende dal Ca-galla fosforilazione.

Nel muscolo non scheletricola contrazione € sempre regolata dal Ca++. chi@na leggera
(regolatoria) della miosina(MyLC, diversa da quella del muscolo striato) ldgaa++ . La MyLC
legando il calcio, induce una variazione conforromale nella testa della miosina, che diventa
capace di legare I'actina. Con I’ idrolisi di ATPh& contrazione.
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CONTRACTION CONTRACTION

Miyosin LC —Ca2*t Myosin LC —P;
Ca?*T
Phosphatase
Ca?+l
Myosin LO Myesin LC
RELAXED RELAXED
Muscoli di invertebrati Muscolo liscio

Nel muscolo liscioprevale un sistema che coinvolgefdaforilazione e ladefosforilazione della
MyLC regolatoria. Esiste unehinasi (MLCK , kinasi della catena leggera della miosina) che
attiva la contrazione trasferendo un fosfato stdfina leggera della miosina. C’e anche un enzima
fosfatasiche idrolizza il fosfato e rilascia la LC (Light &ih) della miosina. Questa chinasi viene
attivata dalla calcio-calmoduluna.

CaM + Ca?*
Caitl

MLCK =Ca?* - CaM MLCK

FACLIVE NAcLive

Catt « Cal

MLCK : kinasi della catena leggera della miosina. Legirfiosforilano utilizzando il fosforile di un
nucleotide trifosfato. La MLCK é attivata dallo mCa++

Riassumendo: il Ca2+ si lega alla calmodulina, tukega ed attiva la chinasi della catena leggera,
che fosforila la MyLC, che a sua volta attiva latéedella miosina.

P OEEM g oein with
calrmedulin light-chain nanghosphorylabed
kinasa It chniin

INACTIVE
PROTEINS
8 2 A"
ADF
o
“ ACTIVATED
e PAOTEINS

Piu e alto il calcio, piu la fosforilazione € magg e viceversa. In fase di rilassamento MLCK e
inattiva, si attiva quando aumenta la concentrazutircalcio. Se questa cala, il calcio si stacdiada
Calmodulina che non rimane piu legata alla miotiGa

ALTRI ESEMPI DI PROTEINE
CHE CONTRIBUISCONO ALL’EFFICACIA DELLA CONTRAZIONE

Il recettore dell’acetilcolina, un recettore di naena
L’ acetilcolina e un agente vasodilatatore del muscolo liscio/dsi.
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Acetylcholine binding site —_| £ ;i
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membrane
Cytosal
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Canale cationico (Na+, K+, Cat++) attivato da ligando
Domint Transmembrana strutturati ad alta elica

Il canale-recettore dell'acetilcolina € formato Basubunita transmembrana, @, 3, Y, ). Il legame con
I'aceticollina (rossa nel modello a sinistra e lgiah quello a destra) avviene sulle catenaCiascuna
subunita e formata da vari domini/regioni transmeanh, uno dei quali ha una distribuzione partieoldir
ammninoacidi carichi negativamente: sono le regazhialfa elica che contribuiscono alla formazioe#ad
parete negativa del canale, perché al suo inteaasgmo cationi (K+,Na+, Ca++).

L’ acetilcolina € importante nella regolazione della circolaziarello delle fibre muscolari: & responsabile
della vasodilatazione agendo sulle cellule endadieli meccanismo alla base di questo fenomenerdip
dal calcio.

L’acetilcolina, tramite il ciclo dei fosfoinosito{vedi oltre), aumenta il Ca2+ ed attiva la calcadmodulina.
La Ca2+CaM interagisce con la proteiN® sintasi (sintasi del monossido d'azoto o ossido nitrico),
aumentando la sintesi di NO. Questo viene rilasdlatla cellula endoteliale ed entra nelle cellalgscolari
lisce dei vasi dove attiva I'enzimguanilatociclasi || cGMP (guanosin-monofosfato-ciclico) induce |l
rilassamento dei muscoli, attivando proteine chiche fosforilano specifiche proteine che determmé
rilassamento.

(b} Acetylcholine
Endothelial cell NH, @
NH
Ca?"iCalmodulin
Guanilato ciclasi:
Eme come
MO synthase

ruppo prostetico
Argining + 0y === Citrulling + NO BrUpPOL

MO
Smooth muscle cell /7“/(57 *\Y
Guanylate Cyclase CcoOoH % ix Pp
GTP T cGMP GTP cGMP COOH

PR,

NO e un messaggero extracellulare ed intracellular@erché e prodotto dall’endotelio, ma agisce sul
mioblasto.
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Endothelium-dependent Vascular Relaxation

Bradykinin
Acetylcholine

3,5Dyclic AMP

{eAMP) .5Cyclie GMP

[Zelt]

Nucleotidi

an

-.-"-I.
" "eNOS: nitric oxide synthase
GC: guanylyl cyclase

CH.,—[CH,J,.—?I?—O —CH;
O 5

CHy —(CHy) ,ﬁ,o ~Chi
0

Fasty iy riouce

CH,0H
Glyeerc!

1,2-Diacylgiycarol
DAG)

Inositol
1L4,5trisphesphate
(LX)

Alcool
fosforlato

Lipidi

| messaggeri intracellulari principali sono:iéme Ca++; i nucleotidi come cAMPGGMP, lipidi comeDAG

e l'alcool fosforilatoinositolo trifosfato (1P3).

Ciclo dei fosfoinositoli (IP) e PKC (proteine kinasC)

eccitazione della membrana

Phospholipase C o s  soe  Nella membrana c'ePIP2, fosfatidil inositolo

exioior PP bAG “ii i bifosfato. L'enzima fosfolipasi C, per eccitazione
s R L della membrana, scinde il PIP2 Rl (inositolo

Cytosol %; @; % 4 fosfato) e DAG (diacilglicerolo). Sono entrambi

°
Phosphorylation
of substrates

IPy-sensitive k}

Ca?" channel

Endoplasmic
reticulum

| Signal from
¥ depleted
4 Ca?'stores

messaggeri intracellulari, ma DAG sta sulla
membrana a causa della struttura (ha 2 code di
acido grasso idrofobiche), mentre PI si lega ad un
recettore specifico sulla membrana del reticolo
endoplasmatico (RE), dettii’R, recettore di IP,
che ¢ il canale di uscita degli ioni calcio.

Il calcio nel citoplasma si lega alRKC, proteine
chinasi C, che, posizionandosi sulla membrana, ne
fosforilano alcune proteine. Insieme al DAG, la
PKC attivacanali di membranaper il passaggio di
calcio nel citoplasma , amplificando il segnale.

Quindi sia Pl che DAG sono messaggeri intraceliulae intervengono per I'apertura di canali perailcio.
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IL FLUSSO DELL'ESPRESSIONE GENICA (DNA — RNA — proteine)
ED IL SUO CONTROLLO
Le caratteristiche morfologiche e funzionali di ogellula ed organismo dipendono dal genoma
che li caratterizza e dalla sua espressione, dair@ diversi livelli.

DNA
Replication
Jintermationt DNA duplicates
SRSRUERTROLASARSRINLRIIDER
SERNPNPRNIVLEIUIWRNIVERITDERS
mMANA inattivo
DNA troll
DNA | NUGLEO | | crTosoL i
Infnrrahnn degradazione ~
trascritto SelmEA
Transcription MA@ ANA MRNA = mANA
RMA synthesis 1 - 3
controllo controllo controllo controllo cml'“rqllor
trascrizionale delle del della . dellattivita
modificazioni trasporto SO ione delia
RNA i dell’ RNA edella proteina
mRNA localizzazione . it v
' proteina proteina
~ mmmm nucleus dell'RNA Inattiva
Information
cytoplasm

Translation
Protein synthesis

Protein

I DNA, che contiene l'informazione genetica, e costituda una struttura doppio filamento
antiparallelo. Ogni flamento € un polimero di desossiribonucldiothonofosfati, caratterizzato da
estremita 3’ e 5’ terminali legate ad un gruppo -OH
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P . Cytosing
Sugar — C:? desossivibosio =
DNA = Nz
A Cylosine and -
e Thyrnine i)
Molecule: F——> pases —— @  Basipirimidiniche S
—, ~ 1 ciclo, 6 atomi ¥
TWO Basi puriniche "
Vi e g L cdliafatomi [G] usnine
lews Guanine " E"m
e -
Phosphate  © wd
0=p-0 ..
group & 7 W
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e
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TS Hacxc/é‘%N/H
e L
CHa ot SR gy
N
Ho
& 5 £ Nitrogenous Nitrogenous
3°OH 5°0OH Bases Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid Bases

A differenza dei ribonucleosidi che caratterizzdRINA, il desossiribonucleotide2 formato dallo
zuccheradesossiribosio(che, rispetto al ribosio, manca dell’ossigenocsubonio 2’). Lo zucchero
e legato a livello del carbonio 1 (C1’) ad una bagenica (adenina o guanina 2 cicli a 9 atomi)
o pirimidinica (citosina o timina, 1 ciclo a 6 atomi), ed il C 5’partecipa ad unadeg estere con
un gruppo fosfato (caratterizzato da due cariche negative). Il DNAndi & carico negativamente
ed interagisce con proteine basiche chiansabai (8 istoni formano un nucleosoma).

Le interazioni DNA-proteine son : & ogeno o salini.

8 arginina

asparagina #8

¢

CHa ol -n

H AM—HIHIIHN 7

S
nalat ale = E
D H scanalatura princip 5 =
N—H [l G, Nﬁ
limite estemo dellossatura i (e :N TR H— “WN “
di zucchero fosfato fuori T M N = %
dalla doppia elica Scanalgtura ; N
ORI A —N

scanalatura secondaria

Gli aa nelle proteine non solo riconoscono la @anel DNA, ma riescono a leggere la sequenza
delle basi.
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LA STRUTTURA/CONFORMAZIONE DEL DNA

L
Passo dell’elica; "=y
10 paia di basi ; SR . Solco

3,4 nanometri ; minore

Scanalatura secondaria

{ Solco
N, ' maggiore
Scanalatura principale

DNA/RNA + frequente DNA-metilato-proteine

I DNA pud assumere varie conformazioni. La confazioneB € la piu frequente nelle
condizioni cellulari. La forma B presenta un bestidio solco maggiore e solco minore: il primo
piu accessibile al riconoscimento e legame da pdeiefattori trascrizionali, il secondo meno
accessibile e quindi di scarsa lettura. La divargiella struttura dipende dalle sequenza
nucleotidica e da varie condizioni saline e modtidicdelle basi. Tale diversitd implica una
variabilita della funzione trascrizionale.
L’RNA e adunico filamento e presenta la baseacile invece della timidina. Lo zucchero é |l
ribosio avente un gruppo —OH in posizione 2'.
La trascrizione del DNA in RNA (ad es. mRNA, RNA ribosomiale, tRNA ed altri RN&jviene
ad opera delle RNA polimersasi. Avviene sia pgeihoma nucleare che per quello mitocondriale.
La RNA polimerasi Il (RNA pol I, RNAP II) catalizla seguente reazione:

(rNTP)n + rNTP» (rNTP)n+1 + PP

La RNA pol Il (complesso di 12 proteine) trascrivgeni che codificano per proteine. Essa si lega
al promotore del gene, una regione variamente aropé contiene sequenze specifiche dette
elementi (fattori cis), riconosciute da fattoridcaizionali (fattori trans).

DHA sequsnee-specific

ranscription fackors mRNA
L R
DNA pol 11 ==
* i
Kons

Eukaryotic promoter TFID

TEP
(TaTA-txinding probeing
Il sito di inizio (freccia) € preceduto da sequesegnale quali IRATA Box (timina-adenina x 2). |
fattori trascrizionali sono proteine che, legandosi a siti specificiBNIA, aiutano la RNAP 1l a
posizionarsi bene sul sito d’inizio. Vi sotiattori generali della trascrizione, come quelli che
contribuiscono alla formazione del complesso dimiall’allungamento e alla terminazione della
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trascrizione (vedi immagine successiva) e che gmesenti in tutte le cellule. Inoltre, vi sono
fattori trascrizionali specifici che sono indispensabili al controllo dell’espressidi geni specifici
(specificita di tessuto, stadio/tempo..., ad esernwifere colorate dal rosso al verde dellimmagin
precedente).

start of transcription
TATA box

1B} . -_

TFB

< TFIF othar factors

O Q

RMNA polymerase |

uTe, ATP
CTP, GTP

TRANSCRIPTION BEGINS

Perché la trascrizione abbia inizio, 'enzima RNWKIEeve essere fosforilata sulla coda Carbossi-
terminale.

IL CONTROLLO DELL'ESPRESSIONE GENICA
Il controllo dell’espressione genica avviene premggmente a livello dell’inizio della trascrizione,
grazie all'interazione del DNA con proteine speatif, che legandosi a sequenze “enhancer-
attivatrici”, o “silencer-silenziatrici” determinanno il livello dell’espressione del gene. Numerose
anche centinaia, possono essere le proteine clkeagicono in una regione promotrice per
controllare la trascrizione del gene.

HIF1, HYPOXIA INDUCIBLE FACTOR, FATTORE INDUCIBILE  DALL'IPOSSIA .
HIF-1 é una proteina eterodimerica formata da una suban{l20 kDa) e una subunifa(91/94
kDa); presenta una regione a struttura helyx-loelgxh(elica, ansa, elica) con la quale interagisce
col DNA, nelle sequenze in cui € presente e ripdtatemento 5’ACGTG3'-.

Questo dimero si forma quando c’é carenza di O mellula (sotto il 6%), e fa in modo che la
RNAP 1l trascriva geni responsivi all'ipossia, cbedificano cioe per proteine che permettono di
reagire alle condizioni ipossiche.
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Diminuita ossigenazione o aumentato consumo didodiminuita conc. di O2 nella cellulz aumentata
attivita di HIF1— Aumentata espressione genieaVariazione di risposte fisiologiche cellulari atgimiche

0.
"""""" : Co : : .
" LN VHL: proteina Von Hippen-Lindau
& 1
H.O, Mn OHLCOS OPPTEss Ore
-
iy v [ viey
: *ROS
(e « HIE-Ta |  HIF18
: b ) " hypoxa J
El I/ v BTN ¢
PROTEASOME HIF- 1 —
¥
duegradation

L'ipossia e la chelazione con ferro aumentano l'emrvita
dell'HIF1 o, permettendo la formazione degli
eteroduneri tunzionalmente attrvi HIF1o-HIF1[

In condizioni di normossia HIFL (che nella cellula € sempre trascritto e tradott@ne
rapidamente degradato medianteviia ubiquitina-proteasoma (HIF1 si lega a Ub —ubiquitina- e
VHL che lo trascinano dentro il proteosoma) dovene degradato fino a singoli amminoacidi. In
caso di ipossia, HIFL si lega a HIFf, ed insieme entrano nel nucleo per legarsi al DNA,
riconoscendo I'elemento responsivo a HIF, e indodartrascrizione dei seguenti geni:

- Epo (Eritropoietina)

- LDH-A (lattato deidrogenasi)

- ET-1 (fattore di crescita endoteliale) aumentata distribuzione di O2

- Transferrina (Tf) + recettore di Tf

- VEGF, fattore di crescita dell’endoteliosecalare

- PDGF-R3, fattore di crescita delle piastrine maggior vascolarizzazione
- bFGF, fattore di crescita dei fibroblasti

- glicolisi potenziata (trasportatori del glucosio GL-1) diminuito
- adenilato kinasi (sintetizza ATP nel citoplasmdddtando ADP) consumo di 02

RECETTORI STEROIDEI: FATTORI TRASCRIZIONALI ATTIVAT | DA LIGANDO (ORMONE)
Nella categoria dei fattori trascrizionali vi somaecettori nucleari, i quali non sono altro che fattori
trascrizionali attivati dal legame con un ligantlm esempio di recettori nucleari € quello degettori per
gli ormoni steroidei (ormone glucocorticoide). Solo se sono legati atlione, questi fattori trascrizionali
possono legare il DNA e controllare il processsdrazionale. Un recettore steroideo puo regolareyeni.
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(ad esempio, interazione col gene per la miosirgatina kinasi etc., attivando o reprimendo asgéaalel
gene).

Gli ormoni steroidei (caratterizzati da 4 anelli e coda alifatica) saleoivati dal colesterolo, divisi in tre
categorie: sessuali (testosterone, progesteronago-gorticoidi (regolatori della glicemia), minéra
corticoidi (mantengono il bilancio idro-salinico).

Gli ormoni steroidei
(sessuali, glucocorticoidi,
e mineralcorticoidi)

“testosterone™

legandosi ad uno specifico
recettore nucleare
(fattore trascrizionale
attivato dal ligando)

Maintenance of muscle mass and strength.../but... prostate hypertrophy and neoplasia!

La famiglia dei recettori nucleari ha come capotipn’oncoproteinagrb-A. Queste proteine resentano un
dominio di legame per I'ormone (parte carbossi-teate, blu nella figura seguente), un dominio djalme
col DNA (porzione interna, rossa), € un parte anoteéirminale dove ci sono domini importanti per
l'interazione con altri fattori trascrizionali, diedli transattivazione.
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H; ' NHEEZT-C00 &rb-A ancoprotein
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DHA binding domain 55

ommone hinding domain

Other receptor proteins in this extensive gene family
interact with certain eicesaneids and other sterols.

Fanno parte di questa famiglia anche il recettage |p vitamina D e per I'acido retinoico, ambedue
importanti per lo sviluppo scheletrico.

Come indicato nellimmagine successiva, il recetiouo essere inattivato da una proteina inibitfigmia),
generalmente unBISP (heat shock protein, proteina da shock termica@ shlega al dominio —-COOH
terminale della proteina, regione blu). L’'ormoné&(stta rossa), legandosi al -COOH terminale, atiiv
recettore, che cambia forma, si libera della HS®a eel nucleo. Qui, il recettore attivo si lega w@ath
sequenza nucleotidica specifica (elementbarre rosse) del DNA e stimola I'apparato trasoriale ad
iniziare, per esempio, la trascrizione del gensdgio (giallo).

clomimo di
artacoo ol ligond

P

proteine
»Coattivatric

|
r::']) ligando
‘ —

atfivaone della rascr { //_?_;ﬁ
atfivazione delfa rascrizione | - f
- &P
™ A —_—
N -‘_;' ! e \ @ figanda p—. -

Homins di £y Tllegame conlormone ¥ b modifica

dominio dl legems al DNA W
CO0H slernenta chi . —

proteing bagi Wl recelione i

RECETTORE INATTIVO  nibitrice AECETTORE ATTIVD

Il dominio della proteina recettore che ne detearidegame al DNA é strutturatodita di zinco. Questi
ioni, che coordinano i residui amminoacidici (insso) di cisteina (C) o istidina (H) della immagine
sottostante a sinistra, determinano una strutesegatria della proteina idonea per l'interazione@NA.

dei gerd bersaglio

HGOE —M.,

r
~
n—t— T— i —01

Interazione trail DNA ed
un dimero del recettore steroideo

Lo zinco stabilizza la struttura terziaria

Si parla diREGIONI DI CONTROLLO DEL LOCUS (LCR), regioni del controllo genico del locusper
guelle sequenze che permettono al gene od ai gaterwti in una determinata regione (locus) cronsa

di essere trascritti, 0 viceversa spenti, indipatelmente dall'attivita trascrizionale dei geni eoladiacenti
sul cromosoma. Ovvero, ci sono regioni di contralédla trascrizione, per cui ogni cellula puo esgtie i
propri geni in modo determinato (SELETTIVITA’ DI PRESSIONE), come capita ad esempio per
'espressione dei geni globinici. Il locus contetgem geni di tipo beta globinici sul cromosoma 11 e
espressso solo nelle cellule eritroidi e non i &dssuti. | geni del collageno sono espresdibiroblasti e
non nelle cellule eritroidi. Il differenziamentolicgare € quindi determinato dal tipo e dal codktki fattori
trascrizionali presenti nella cellula e legati agioni LCR.

Tali regioni sono ricche di sequenze per fatt@sdrizionali e possono essere ripetute anche nsmeaite.
Una stessa sequenza puo legare piu fattori, siaflomione attivatoria che con funzione inibitorigali
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fattori possono competere per lo stesso sito. Mai globinici, ad esempio, ci sono fattori specifit
attivazione (GATA-1) dei geni per le catene glatiire dell’Hb.

gene conirol regions

RN start pnI\,.' A acldition site
1 EXOnS
N I DNA
introns
400
nucleatide ﬂarrs
Fattori di |

attivazione bt

ed inibizione d I et \ /OC'n\
il e N ““"
M}\r\g,’- -‘.g._,' - RTATA. ’94-’ W/ 5,5 -L

npy OATAT cpj GATAA ¥ "5 GATA1 GATA1 GATA.Y GATA-!
Sp/TEF2
£20 30 +2200 e
IL TRASCRITTOMA

Tutte le cellule umane di uno stesso individuo lwalonstess@enoma,ma posseggono un diverso
trascrittoma, cioediversi sono i geni che vengono trascritti sia pegualita che per quantita in
ogni tipo cellulare. L’insieme degli mRNA che caratterizza quella patace cellula e |l
trascrittoma di quella cellula.

Quale e il trascrittoma delle cellule muscolari? Qali sono i geni essenziali perché una cellula
diventi un mioblasto?

Per rispondere bisogna disporre di mioblasidentificare gli mRNA espressi in quella cellula.
Come disporre di mioblasti?

Chi ha affrontato inizialmente lo studio della itiBoazione dei geni responsabili per la miogenesi
ha deciso di utilizzare fibroblasti, cellule chenha una derivazione comune a quella dei mioblasti.
Nei fibroblasti igeni muscolo-specifici sono silenfperché son@ermetilati: nelle sequenze CpG
la C viene metilata dCpG (metil-citosina). Le"C legano proteine che portano ad una struttura
cromatinica compatta. Ad esempio, possono legareerglimi HDAC (istone deacetilasi) che,
staccando gli acetili dagli istoni, ne ripristimanresidui positivi di lisina aumentandone il lega

al DNA. La loro azione e opposta a quella delle HAStone acetil trasferasi, che riducono le
cariche negative degli istoni e attivano la crometi

Pertantola metilazione genicaé un processo associato ataressione del DNA La metilazione é svolta

da enzimiDNA-metilasi che inserisconogruppi metili CH 3 sulla citosina

La azacitidina, analogo della citidinaagendo da inibitore competitivo della metilasi, an agente

demetilante perche inibisce la metilazione. llttnatento di cellule con azacitidina quirdémetila il DNA
ed attiva geni repressidalla metilazione.

Cellule con espressione di geni che

/' inducono la conversione a cellule muscolari
fibroblasto

B-azacytidine
B @ —

Azarmyoblast

C3H 107 Yz cell Isolate DA
and transfect into
untreated calls
Sy - S
1in 10% cells develop

into myotubes

Trattando i fibroblasti murini con I'agente dematite si ottengonazamioblasti(cellule con espressione di
geni che inducono la conversione a cellule musolefatti, tali cellule contengono i geni respabdi

Myotube (muscle cell)
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della miogenesi in forma attiva perché il loro DNMAIn grado di trasformare dei fibroblati in  midait
miotubi.

MA COME STUDIARE GLI mRNA?
Per studiare 'RNA messaggero, che € una molecskabile, bisogna trasformarla nella sua copia
stabile, cioe in DNAPer studiare gli RNA di una cellula bisogna quiodpiare i suoi mRNA in
cDNA (DNA copia del’mRNA) Persintetizzare icDNA si procede all'estrazione dellRNA dalle
cellule o tessuto di interesse ed alle procedusegiuito indicate.

CELLULE

Estrazione dell’RNA L 4
o

_nHI\_lA. / - S
_ _ _ | S
Attacco di un oligonucleotide e
. . . COPIA O DA FATTA CON TTTTTT
di innesco o primer e trascrizione e J CATRASGATTA81 MVERSA

LCUVPOPOCOPUHN

ay
DA
; DEGRADAZIONE
DELL'RNA COMN Atdasi H

Elimmazione del RNA stampo _

NGB UPD P

SINTESI DI UN FILAMENTO COMPLEMENTARE
O ONA CON DA POLIMERAS!
1L FAAMMENTD Dt FNA AGISCE O PRIMER

Formazione del DNA a doppia elica )
3\\,/\\,/ XU \/\\\\. #

cogia i eINA A dappio Haman o dal' mANA cigna

Quindi si sfrutta la caratteristica dell’'estrentdel’RNA, cioe lacoda di poly-A (poliadenilato).
Si utilizza I'attacco per complementarieta dialigonucleotide poly-T (politimidilato) alla coda di
poly-A; questo fungera dianesco(o primer) per la retro-trascrizione del’lmRNADNA da parte
di una DNA polimerasi RNA-dipendente (i@ascrittasi inversa) e desossiribonucleosidi trifosfati.
Grazie ad una RNasi H (ribonucleasi H, che idr@iZRNA in un ibrido DNA/RNA), si ottiene un
filamento singolo di DNA che e una copia (CDNA) IRINA di partenza. Grazie ad unana
polimerasi si procede alla sintesi di un nuovo filamento dlAformando il DNA a doppia elica:
cDNA a doppio filamento.

Poiché si é partiti da una mistura di mMRNA presamtin campione cellulare, quello che si ottierguasto
punto € una mistura di cDNA. Per studiare i cDNB&pgna analizzarli singolarmente, ovvero sepacauti
per uno e moltiplicarli tanto da poterne disporrgquintita idonee per I'analisi della sequenzdeutaica o
per la loro espressione. Per fare questo bisogmaegere al clonaggio genico.

IL CLONAGGIO GENICO
Per clonaggio di un frammento di DNA o di cDNA sitande un insieme di tecniche che
permettono di ottenere piu copie di una stessaesegunucleotidica grazie alla sua inserzione in un
DNA vettore ed alla produzione di un clone trasfatoncol DNA ricombinante.

'l\,\// ” t —

4 o
\\1__:_.‘/// DMA fragment
Plasmid vector to be claned

Enzymatically insert
DNA into plasmid vector

Recombinant plasmid

I DNA vettore € un DNA circolare che deve essere linearizzafotalgio con enzimi di
restrizione. Pertanto, il DNA deve avere siti riosaiuti da enzimi di restrizionesi{i di
restrizione) singoli, in genere raccolti in una sequenza denata polylinker. In tali siti,
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infatti si dovra inserire il frammento da clonallevettore € un’entita mobile perché in grado di
uscire/entrare liberamente tra le cellule (ovvergiado di essere isolato dal DNA dell'ospite,
manipolato e quindi riinserito nell'ospite). |l vete deve essere in grado di replicarsi
autonomamente dalla replicazione dell’'ospite e deedanto possedere una smrgine di
replicazione (ori). Il vettore deve avere sequenze che ne permeltideatificazione, ovvero
dei geni marcatori (es. amfy gene per la resistenza allampicillina), i quedinferiscono la
resistenza ad antibiotici. Pertanto, solo le ¢eltui batteri che contengono il vettore con una
specifica resistenza, potranno crescere in un on@zeoltura in presenza di quell’antibiotico.

{b] Insertion of EcoRl restriction fragments

ﬁ_\“NS\_.-valinkef
I:"./ i
a””/)?\:::j-jg Al

Plasmid vector Genomic DMNA

EcoRl EcoRl

Le endonucleasi di restrizioneusate per aprire il vettore o tagliare il DNA iafnmenti specifiGi
sono forbici molecolari che tagliano il DNA in modsgto-specificQ a livello di sequenze
specifiche.
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Grazie allacoesivitadelle estremita dei frammenti di restrizione, tiesse forbici sono spesso usate
per tagliare il DNA vettore ed il frammento che dpessere inserito nel vettore. Il frammento verra
legato covalentemente al vettore grazie ad DNA ligasi. A questo punto si € prodottoBINA
ricombinante.

Si possono clonare frammenti di cDNA a doppia ekcérammenti derivati dal genoma di un
organismo. Frammenti minori di 10 Kb si clonanogenere in plasmidi batterici, frammenti di
dimensioni magagiori in vettori di origine viralelaro ibridi.
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TRASFEZIONE DI BATTERI CON UN PLASMIDIO RICOMBINANT E
Una volta prodotto il vettore ricombinante, bisogomecedere alla sua purificazione mediante
clonazione in cellule o batteri, di solito derivaiei batteriE. coli. Batteri e DNA ricombinanti
vengono mescolati in rapporti opportuni e, gradi@amento della concentrazione dello ione calcio
0 con altre tecniche, si modifica la parete bat&gcellulare in modo da renderla permeabile al
DNA ricombinante. Dopo un certo tempo si procedie @barazione delle membrane ed isolamento
delle cellule/batteri che hanno conservato al lnterno il DNA ricombinante (un ricombinante/un
batterio) mediante crescita su terreni selettivi.

| Mix E. eoli cells with <::|
plasmids in presance of
CaCl;
Culture on nutrient agar
Bacterial + plates containing ampicillin <:|
rhmmoqomp
Transiormeci Cells that do not

E. coli cell survives take up plasmid die
on amgicillin plates
Independent

PI asmid replication

f-gifn '| @
&Y ——3

[ Cell multiplication o

|% @(i@éi@@j% @ / /I/v

1 frammmento é stato clonato:

@J’@ [Ty ; p
@@g S O puo essere amplificato,
Colony of cells each_contammg E:Dpies Seqllellzl ato ed 111ter101‘11] ellte
of the same recombinant plasmid m aIllpO].atO

Il terreno di coltura deve contenere I'agente sgletovvero I'antibiotico per il quale il vettore
conferisce la resistenza. Cio consentira la cre@stto dei batteri col vettore che formeranno delle
colonie di batteri (aventi tutti lo stesso DNA nmbinante, ovvero lo stesso tratto di DNA clonato).
Ciascuna colonia rappresenta un clone

Se si e partiti per il clonaggio con un solo framtoedi DNA, si avranno cloni dello stesso
frammento, utili per purificarne ed amplificarne kequenza, che verra successivamente
caratterizzata per sequenza nucleotidica e funzione

Una colonia singola viene

raccolta per infettare un
DNA, plasmidico brodo di coltura
ricombinante a
doppio filamenio
introdotto in una N
cellula batterica - r
\
e
Y Kat
L. . -
O @ N0
S
W ol |
cellula una coltura cellulare moelte copie di plasmide
batterica produce centinaia di milioni  purificato isolato dalle

di nuovi batteri cellule batteriche lisate

Se si e partiti da cDNA ottenuto da RNA estratto utea cellula/tessuto,insieme dei DNA
ricombinanti (ovvero delle colonie) rappresenta llareria 0 genoteca di cDNA di quella
cellula/tessuto. Se si parte dal DNA di un indivaftessuto (DNA frammentato da nucleasi di
restrizione o per sonicazione) si otterrdilteeria (o genoteca) del genomali quell’individuo o di
guel tessuto (ad esempio, tessuto neoplastico).
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una coltura cellulare malte copie di plasmide
produce centinaia di milioni  purificato isolato dalle
di nuovi batteri cellule batteriche lisate
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=, ! ONA Fieombinants 3
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IDENTIFICAZIONE DI GENI RESPONSABILI DELLA MIOGENES |
Come accennato in precedenza, nell'azamioblasto sspressi i geni responsabili della miogenesi. Per
studiare questi geni bisogna quindi studiare gliNARdell'azamioblasto previa loro trasformazione in
cDNA. Tuttavia, nell’'azamioblasto (ottenuto dalrfiblasto con il trattamento demetilante dell’azdoig)
sono espressi anche i geni tipici del fibroblaBtertanto, per studiare solo i geni della miogeri@sggnera
sottrarre al cDNA dellazamioblasto, 'RNA del fdirlasto in modo tale da isolare il solo cDNA
mioblastico.
Per fare cio bisogna procedere ad urddazione, cioé alla formazione di DNA a doppia elica ibrida
ottenuto dalla rinaturazione di filamenti singotopenienti da DNA diversi (rosso e verde) grazia &ro
complementarietd. Spesso uno dei @MA & marcato radioattivamente con P, come indicato nel

pannello di sinistra.

sonde di DMNA
A singalo filamento

B
pér il gene A T e T
a /_‘“} miscela di
2 ¥ molecole di DMNA
// Mﬁ =ingolo filamenta
S

¥ i O

E

¥
¥ ibridazions in formamide ibwidazions in formamide
al B0% 8 42 "0 &l 50% a 35 °C

DNA marcalo alle astromila §' Pl
con polinucleatide chinasi @ ! I imperfatio dalle basi

) B
(P)(F)-A ATP marcalo con =p _ B M
®" . i((\""'"’,u
] w oK F
I doppi filamenti s1 possono denaturare al c:;lore " m %\-
A

0 —_— solo A forma una doppia A. C e E formanoc dopphe
g \0 alica stabile slichs stakil

L'enzima polinucleotide chinasi permette l'attacdel forforile gamma radioattivo di un ATP (giallo)
all'estremita 5° OH del DNA. lframmento marcato viene denaturato al calore per rompere i legami ad
idrogeno che tengono unite le doppie eliche. Snéoro pertanto i filamenti singok@nde i quali potranno
ibridare con altri filamenti singoli complementaendendo radioattivo il DNA rinaturato a doppi@filento.

In conclusione, iframmenti di DNA o/e RNA complementari formamaridi accoppiandosi per
complementarieta.
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GENOTECA DI cDNA DI MIOBLASTO OTTENUTA PER SOTTRAZI ONE
Si procede alla marcatura del cDNA a doppia elielatamioblasto e da questa mistura verranno tisola
cDNA tipici del mioblasto. Allo scopo, il cDNA dedizamioblasto viene denaturato ed ibridato con RI¥A
fibroblasto. La popolazione dei filamenti ibridi DNe RNA verranno scartati, mentre verra conserlata

popolazione dei flamenti di DNA non ibridati cherdggponderanno alla componente mioblastica del
sistema.

ta) Screen for azamyoblast-spacific genes

oy
w Incubsate with reverse

AAAAAAAAPP P transeriptase and A Aria,  CDHA (copia di BITA)
AP AP [FPIANTPs . s aasmags, della miogenest (blu)
= 2
(2} Remove mRNAs e del fibroblasto
Aramyoblast mANAs *2P.|abeled cDMAs ( )

EIA di geni dells Hybridize with
5 ' : axcess of mANAs " i
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a3 W 1)
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51 scartano 1 W . .
filamenti Discard oy cDNA di geni solo

a doppia elica della miogenesi
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cDNA

i . @
Piastra con colonie Sereen myoblast
batteriche
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Cloni di cDNA per
proteine tipiche

della miogenesi

I DNA radioattivo del mioblasto servira per anabze una libreri@enoteca di sequenzespressenei
mioblasti (Libreria o Genoteca di cDNA é I'insieme dei cDNA di quel tessuto, rappresdata
sequenze espresse in quel tessuto od in quellio stidfigrenziativo).

Alternativamente, questo cDNA mioblastico potraeessnserito in un vettore e clonato. L'insieme cleni
costituirauna genoteca di sottrazione

Hybridize with
excess of mANAs
fram untreated

@) | €3k 10T Ve oelis
f ]

AR
A A
Discard '_{ ARSI
AAAAAAAA A

2p.jabelad
azamyocblast-specific
cDNAs

Costruzione diuna
genoteca di sottrazione

Ancora, il DNA radioattivo potra essere usato mmsreun microarray/chip sul quale sono state legate le
sequenze espresse in muscQuiesta tecnica permetiestudiare oggi molto rapidamente gli RNA

Analisi di microarraylmicrochip

Il Chip contiene decine
di migliaia di spot di
oligonucleotidil
frammenti di DNA
ciascuno dei quali
corrisponde ad un gene
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presenti in una cellula o tessuto, ovvero il pmfil espressione di quella cellula o tessuto. $i pu
altresi studiare contemporaneamente I'espressioBalidersi tipi di cellule (normale e patologica)
sfruttando sonde marcate in maniera differenzial@N@A della cellula normale in verde, quello
della cellula patologica in rosso). L'analisi miscopica al laser di quel chip ci permettera, per
esempio, di identificare i geni che vengono acoespenti con la traformazione neoplastica di un

tessuto.

Cells in cordition 1

nEMA  cDHA

o —
Fybrifise b

e o IS I
07 el

Cellz it cotidition 2

LASER,
FCANHINE

Il cDMA delle cellule 1 & marcato in fluorescenza verde
Il cDMA delle cellula 2 & marcato in fluorescenzarossa

L'analisi finale permettera di valutare
le sequenze ibridate dall'uno efo
dall’altro cOMA;

Geni iperespressi

Geni ipoespressi

Geni non modificati

| FATTORI DEL DIFFERENZIAMENTO MIOBLASTICO

La famigliaMRF (muscle-specific regulatory factors)raccoglie le proteine prodotte da geni per
fattori trascrizionali che si legano ai promotoeel DNA di geni importanti per il differenziamento
mioblastico quali la desmina, la troponina |, léeca leggera della miosina, etc.. | prodotti deiige
MEF invece non inducono la miogenesi, ma aiutanodgitodei geni MRF a farlo.

MRFs muscle-regulatoy factors

Appartengono alla famiglia di proteme
bHLH - basic-helix-loop-helix -
leganti il DNA

MEFs mugcle enhancer-binding factors

{a) Structure of MRF
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Il gene Myo-D (myogenic differentiationl) € un membro della fgliai MRF, assieme dyf5,
MRF4 e Myogenina Appartiene alla classe dei fattori trascriziorsici con dominio di attacco
al DNA di tipo helix-loop-helix (HLH), che agiscormme dimeri. Sono presenti anche in tessuti

non muscolari.
L’attivitd miogenica di Myo-D é stata dimostratari vitro” utilizzando il cDNA di Myo-D clonato

in un vettore di espressione. Questo vettore e $tasfettato in fibroblasti nei quali I'espresston
del vettore (trascrizione dell'inserto in MRNA easdwraduzione in proteina) ha indotto il
diffrenziamento mioblastico

tibroblasti di topo

31 cotrasfettano due plasmidi: uno per myoD
eduno che esprime laresistenza ad un antibiotico

@ Cotransfect with a plasmid
carrying myoD cDNA and a
G418-resistance plasmid

3
(5

@j Select on G418-containing

medium

C3H 10T 12 cell | Stain with
(:3) labeled

antimyosin
antibody {7}

Le cellule trasfettate sono fatte crescere
inunmezzo di coltura con Mantibiotico G418

Le cellule trasfettate che esprimono myoD N7 o a7

differenziano in micoblastt Y/

La funzionalita del plasmidio di espressione di myoD é anche dimostrata dalla
induzione delle proteine muscolari come la miosina
che viene riconosciuta dall’anticorpo specifico

| TOPI KNOCKOUT E TRANSGENICI

La funzione di una proteina puo essere dedottdadla studio degli effetti dell’espressione del suo
gene o cDNA in una cellula trasfettata (come mdstsopra per Myo-D), oppure andando a
studiare gli effetti della perdita/alterazione dedlua espressione in topi in cui e stato elimitlato
gene che la codificaqpo Knock-out/knock-in).
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Bisogna conoscere il gene che si vuole studiaraved clonato la sequenza genica mutata (deleta
totalmente, parzialmente con altre mutazioni). @uesttori ricombinanti vengono trasfettati in
cellule staminali embrionali in terreno selettivo per permettere la cresciita able cellule
trasfettate. Le cellule col gene mutato vengonerites nellablastocisti di una femmina gravida. A
termine della gravidanza si avranno tini mutati eterozigoti dalla cui unione si otterranno i
topi knockout omozigoti. Questa tecnica € stataliegip per capire la funzione dei geni della

miogenesil.
Gli effetti delknockout dei geni miogenicin topo sono riassunti nella tabella seguente:
fenotipo
Gene mutato Ruolo della proteina
vitale  |muoblasto | muscolo
mvoD Si + + ?
myfy Si + + ?
mvoD-nnfs No - - Formazione
mioblasti o loro
sopravvivenza
mvogenind No + - Ditferenziamento
de1 mioblasti in
muscolo
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Se si elimina myoD o myf 5 il topo € vitale. Sedwruce che le funzioni di myoD e myf5 sono
sovrapponibili, fenomeno noto comielondanza genica Infatti, quando si eliminano sia Myo-D
sia Myf-5 non si ottengono organismi vitali e nda mioblasto. Se togliamo la myogenina non c'e
vita, c’e comunque il mioblasto ma non il muscdla. miogenina € espressa in uno stadio piu
avanzato dello sviluppo, come di seguito indicato.

Mesodermal &

Progenitor D Myoblast Early Myotube Mature Myotube
A Growth rlin MRF4

Pex-3 F,,m A MLP

@ l |. <> L &

Cyelin D!  Rb-PO, ?;.f.'ﬂ": Rb !Mmuﬂan
. Law
Me sodeomal Myvgenic Eardy
Deleaination Gusas 7 SpecibonfonPulknion Differenfinfion Erent Difimagaton Brens

Durante lo sviluppo, le cellule progenitrici mesodali vengono indotte a diventare diverse linee
cellulari, inclusa quella muscolare. | progenitdeille cellule muscolari (i mioblasti) rimangono in
uno stato proliferativo finché non sono istruite ddyo-D alla induzione mioblastica
(commitment/determinazione) inizialmente e poi affedenziare. |l differenziamento é
accompagnato dalla fusione cellulare e dall'espsassdi pit di 50 geni muscolo-specifici.

Somite

Wy o

©)

Nviyoblast
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Come e possibile eliminare un gene da un organigmamche possibile fare esprimere un
gene esogeno in tutte le sue cellulgo transgenico Di seguito sono messi a confronto topi
knockout per irecettore dell'ormone della crescita(GH) e topi trangenici per GH.
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Topo knockout per alterazioni nel gene

: : Topo transgenico per 'ormone della crescita
per il recettore dell’ormone della crescita

Minore sopravvivenza

Sia gli eterozigoti, sia, ed ancora di piu, gli aigoti per il knockout del recettore del GH
sono di dimensioni minori del controllo che possied gene wild-type (non mutato);
coerentemente, il topo che contiene ed esprimeunmero maggiore di copie del gene per il GH e
di dimensioni maggiori del controllo.

Un altro esempio di topo transgenico e quello greedsprime il cDNA dell’enzima PEPCK-C
(fosfoenolpiruvato carbossi-chinasi C, necessalia gluconeogenesi) soltanto nel muscolo
scheletrico, perché nel vettore il cDNA e localtoza valle del promotore dell’actina del muscolo
scheletrico (é sotto il suo controllo tissutaleue®to topo ha una maggiore attivita in gabbia e
maggiore capacita d'esercizio (corre piu a lungbadatrollo: fino a 6 Km, ad una velocita di
20m/min, mentre i controlli si fermano dopo 0,2 Krha un numero maggiore di mitocondri e
maggiore sopravvivenza, dimostrando che liperespose di questo enzima rimodella il
metabolismo energetico e contribuisce ad una magtpagevita (P. Hakimi et al, 2007).

PEPCK-Cin Skeletal Muscle
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FIGLRE 9, Bunning ability of PEPCH-C™" mice with age. Traired PEPCE-
O o ared corirals (WT) of varying ages were tested for thedr ability to
on a treadmill using the third protocol as desoribed in detal under "Experi-
mental Frecedures,” The mice were acdimated tothe treadmill [at a gradeof
CF] for 20 min at a spes=d of 10 mimin, after which time the s af the
treadmill was incrsassd 1 mdmin =very min, until the mice reac ebas-
tion The amber of animals tested is ndicated 0 parestieses
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TRASCRIZIONE E MATURAZIONE DEL TRASCRITTO NUCLEARE
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DNA li=) | |
Transcription
P RNA ., S0P
r||1|.-ar-|..l 5 ____3'“
transcript Cleavage by
endonuclease
p v
® Poly (Al polymarase
r
J |L:5'¥p ket pre-mmBNA
processing
Bre— —A 3
100-250
F’lNA splicing
R ! A
A ? 100-280°

Tutto il gene (la sequenza di DNA) che codifica pea proteina (esoni ed introni compresi) viene
trascritto in RNA nucleare eterogeneo (hnRNA) chaturera in RNA messaggero (mRNA). I
trascritto primario subisce infatti un processaonditurazione caratterizzata dall’aggiunta dn cap
all’estremita 5 terminale (aggiunta di 7-metilgeaima) e dall’aggiunta di uneoda di poli-
adenilato, poly-A  (100-250 wunita di AMP) all’estremita 3’ terminaleComplessi
ribonucleoproteici tagliano le sequenze intronicbhentribuendo all’operazione dellsplicing
(taglio delle sequenze introniche e ricucitura dedl sequenze esoniche trascritte)

Se 'mRNA e processato male, ad esempio per mutazieldinucleotide GU o AG (le sequenze
consenso dello splicingche si trovano sempre all’inizio e alla fine di ogaquenza intronica), la
sequenza di mRNA risulta differente (non codifiea [a proteina corretta, ma per un suo prodotto
proteico tronco instabile) e 'mRNA viene degradato

8 splice site Branch point 3'aplice site
&' Exon Intron I 3’ Exon
. Pyr-rieh
Pre-mRNA | AIC A G G U AG AGU C U AG A ClU rﬁ%i%f; N CA GG
3
Frequency of 70 60 &0 00100 95 70 &0 45" B0 90 80 100 E0 B0 100100 60
oocurrence (%) } 20-E0b {

Verso l'estremita 3’ dell’introne c’@ una regionieca di pirimidine (Pyr). A monte della regione
polipirimidinica c’é un adenilato (A), sito indispgabile per l'inizio della rottura dell'introne, ttie
sito di ramificazione (branch point).

Lo splicing avviene mediante 2 reazionitdinsesterificazione(indicate dalle freccie sottostanti),
perché si rompono dei legami esterei e se ne fasrdanuovi, permettendo I'unione dell’estremita
3’ di un esone con quella 5’ del successivo. Lang rimane nel nucleo come un lariat (cappio) e
viene degradato.
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Intron
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Perche avvenga lo splicing si deve formare il clesgo ribonucleoproteico delfpliceosomalo
spliceosoma e costituito da piccoli RNnicleari(RNA U: U1, U2, U4, U5, Ueche riconoscono il
trascritto per complementarieta con le sequenzesesmo), € da particolaproteine snurp
(snRNP, piccole particelle nucleari ribonucleoprotehe) che ripiegano 'RNA nella struttura

funzionale allo splicing.
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Il processo di splicing richiede energia (ATP) éheecessaria non per i tagli e ricuciture, malper i
rimodellamento dinamico delle proteine e degli RNA.

SPLICING ALTERNATIVO
Si tratta di un processo grazie al quale gli egbnin gene possono essere uniti in disposizioni
differenti. Pertanto, da un solo gene possono egse@dotti piu di un RNA e quindi piu di una

proteina.

Patterns of altemative exon usage
» one gene can produce several (or numerous) different
but related protein species {(isoforms)

I#l.e. Cassette lel- Mutually exclusive
'\
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- The|Troponin T (muscle protein)|pre-mRNA
gE is alternatively spliced to give rise to
1] 64 different isoforms of the protein

':IEI B Constitively spliced exons (exons 1-3, 9-15, and 18)
HE E }Mﬂudly exclusive exons {(exons 16 and 17)
%E [ Attemnatively spliced exons (exons 4.8)

HE o O

EEm B o

EL] Exons 4-8 are spliced in every possible way
jé giving rise to 32 different possibilities

%E Exons 16 and 17, which are mutually exclusive
CIC] double the possibiiitiesl hence 64 isoforms |

B
: OEEE
UEDEIE’:!IS!I_II_II_II_JLI[_II_II_II;EEEI;HI_ILIIf_fiEiLiléHLII_II_II_ILE-JI_I@
O

Nellesempio su indicato, il pre-mRNA per [@roponina T (una subunita del complesso
troponinico)che contiene 18 sequenze esoniche trascritte, piatigine a 64 diversi mRNA e
quindi ad altrettante isoforme proteiche. Le pritie sequenze esoniche vengono sempre
mantenute, le 5 successive vengono ricucite in nvadabile, e la 16a e 17a sono alternative.

Un altro esempio € il trascritto del gene che dodiperla a-tropomiosina (proteina fibrosa sita
sopra la fibra di actina, che impedisce il legamaentiosina e actina durante la fase di riposo).

cam AR ARRR =3, iy colcousope
qum AR AR —, WY G8! IPLOPISS))
REm M m m m MMM em— Y 96 §PLOPISE|
REmEm mmm mmmms— WY Q8 WN2COO 2O
2R, A AR ARRR =, WHNY G8| N2CcoIo 2(LISI0

LYCTIC\BOrNVDEMIMNVSIOWE ¥ 3,
1HY2CHISIOWE' 2bIMICIME E

s20U1 ILJLOUI
A, A

3 P g i i
: 3 Jow

deue ge|@ c-pobowoziug '

tratti grigi: sequenze non tradotte (untranslat¢@R 3' e UTR 5’
tratti arancioni: esoni, tratti gialli: introni

Lo splicing alternativo e I'utilizzo di siti alteativi per il termine della trascrizione permettdao
produzione di 5 diversi RNA e quindi isoforme proke espresse specificamente in diversi tessuti
muscolari e non muscolari.

Pertanto, I'espressione tessuto specifica di urdepra, o di sue isoforme, si puo realizzare
attraverso lo splicing alternativo, come osseryaaol’espressione delfibronectina. Questa € una
importante componente della matrice extracellulassieme al collageno e ai proteoglicani, e
fondamentale per la migrazione delle cellule dwdatsviluppo embrionale. E’ costituita da due
catene polipeptidiche simili unite da ponti disotfvicino all’estremita C-terminale.
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] ' Dimero di 250 kDa

Sono organizzate in domini (colori diversi) con cut legarsi: ai recettont sulla superficie delle
cellule, a1 collagen, alla fibnna, a1 proteoglicam (colla molecolare). I donum contengono modul
di sequenze aa.
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Per svolgere la funzione di ancoraggio, la protgnesenta vari domini organizzati in regioni
specifiche per il legame con collageni, autoaszomme, fibrina, proteoglicani e recettori delle
membrane cellulari (integrine). E’ codificata daiaengene il cui trascritto ha un processamento
diverso a seconda che avvenga nell’'epatocita @@gatnel fibroblasto, dando origine due
proteine diverse una tipica dellanatrice, una tipica deplasma Le duesequenze esonichgélllB

e EllIA, che codificano per il dominio necessario all’attaaetle cellule, contenente un’ansa con

Enig EnA

A IO IML N L

Fibronectin gene

Ciacuno module peptidice npetuto ¢ codificato da un esone

Fibroblast i 1 ‘
fibronectin mANA 5 == .
A 1 A
Hepatocyte | VAN Al
fibfonectin MANA > HH m Hﬂ m m Hﬂ 3

l Arg-gly-agp-ger sequenza del modulo che media il legame con le cellule; la
mancanza di ETITA e EITIB rende la fibronectina secreta dal fegato meno adesival

la sequenza arginina, glicina e aspartato (arg, ggp, RGD) sono sottopposte a splicing
alternativo: nel fegato vengono perdute nel praoeento del trascritto. Pertanto, la fibronectina
epatica manca di questi RGD, risultando meno adexive libera di circolare nel plasma.

EDITING, LA MODIFICA POST-TRASCRIZIONALE DELLE BASI

Il trascritto nucleare puo andare incontro anclditing del’lRNA, in cui una base del messaggero
viene modificata da enzimi nucleari. E’ il caso detssaggero perApoB, che codifica per una
apolipoproteina. Le apolipoproteine formano l'ihw@o proteico che trasporta i lipidi nelle
lipoproteine plasmatiche; quanto maggiore € la comepte lipidica, tanto minore e la densita delle
lipoproteine. La proteina espressa dal gepeB € espressa in due tessuti diversi, fegato e intest
tenue.
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apo-B
gene 5°

Exon 26

Liver ,,.-“'"”_' ‘v-.\ Intestine
apo-B CAA UAA CAA-»UAA Uaa
mANA 5 - I d A, 5 'l' T A
1 4536 1 2152
)
Apo-B100 Apo-B48

Il gene contiene 29 esoni. Nell’esone 26 c’e undigare CAA. Nel nucleo delle cellule del
fegato il trascritto conserva la sequenza CAA: riedwizione citoplasmatica di questo mRNA
produce la proteinB100di 4536 aa, presente nelle lipoproteine VLDL, LDDL; nel nucleo delle
cellule intestinali, la C di CAA del mRNA viene sfarmata da enzimi demetilanti in U. Ne risulta
che il codone senso CAA diventa un codone nonseigb di arresto della traduzione. Si produce
cosi una proteina piu piccolApoB48 di 2152 aa, che & necessaria per I'assorbimentdipii
della dieta e il loro trasporto nei chilomicroni.

IL TRASPORTO NUCLEARE

La membrana nucleare presenta dei pori per il passadi molecole in entrata ed uscita
estremamente controllato.
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L'uscita del trascritto di mMRNA é legata alla suss@ciazione a numerose proteine. Alcune di
gueste accompagnano il trascritto fino al poroo(ifBP, Cap Binding Protein) e rimangono nel
nucleo, altre lo portano nel citosol (tipo PolyAding protein, PABP) ed altre ritornano nel nucleo.
Pertanto, I'esporto nucleare attraverso i pori eul@riore sito di controllo dell’espressione genic
negli eucarioti.

42



LA TRADUZIONE o BIOSINTESI PROTEICA

[ 1. Transcription |

run Bg
nucleotides Y

AV,

metnbrane

Protein synthesis

L’'RNA messaggero

La sintesi delle proteine mediante la traduzionglidmRNA € un processo citoplasmatico. Le
sequenze nucleotidiche di un RNA messaggero (mRiMAR sua parte codificante sono lette come
triplette di basi: le triplette che costituisconlo codice genetico. La sequenza codificante é
caratterizzata da unapen reading frame “cornice aperta di lettura”, cioe una serie @latte di
basi con senso perche codificanti per aa. Se sadéacornice, si cambia la lettura. Nelle fasi non
corrette, si incontrano molte triplette nonsensm @'é una cornice aperta di lettura!

La traduzione del linguaggio dei nucleotidi in daetlegli amminoacidi richiede la presenza di
enzimi, le amminoacil tRNA sintetasi Epazio giallp, che caricano selettivamente gli RNA
transfer (RNA) con 'amminoacido giusto.

H Q

Aming acid H O H 0
1 11

pherylaka nined 1 | 1
Hal—C—C—0H HN—C—L—0H HoN=—C=—L—0H
| | 1 |
- A CH; CH;
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tRMA synthataze A L-nlcag—?lot phanylalaning LUrs TANA™ hinds to AR
1o RN A

5 G :‘:n.-... ie far phaylalanine a1 the UUU codon & I
——
mANA

m Met Result: Phenylalanine Is Selected by lts Codon

| =
# ——[GU][UGU] [UUA] [CBA] [AUT]A - mAna # RNA spacific lor @
[1le |— Polypeptide j rflft'cn',’la:an:nc‘.'ﬂwn

Il tRNA ha un sito di legame per 'mRNA (anticodgree alla sua estremita 3’ terminale, un sito di
legame per 'amminoacido. L’'amminoacido € legat®R&lA mediante il C del gruppo carbossilico,
lasciando libero il gruppo amminico. Le proteinéatti iniziano con I'estremita amminica libera, e
terminano con l'estremita carbossilica libera.RNA contiene basi insolitediidrouridina (D);
pseudouridina (p);basi mutilate (mG), inosina (I). Quest'ultima, che si forma nel metabolismo
delle basi puriniche, contribuisce alla degenerazidel codice (un amminoacido codificato da piu
di un codone) trovandosi come prima base dell’adiinie e potendosi appaiare con piu di una base.
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Il codice geneticoe ridondante e universale: 64 triplette divers&, d@dificano per un
amminoacido, 3 sono triplette di stopUG che codifica per metionina € il codone di inizielld
traduzione. Viene perso quando le proteine subscoodifiche postraduzionali proteolitiche, come
accade alle proteine di secrezione e di membtaAa, UAG, UGA sono i codoni di stop. Alcune
triplette codificano per uno stesso amminoacidal Riplette possono codificare o stesso
amminoacidi (es. leucina).

| RIBOSOMI

Il ribosoma & un complesso ribonucleo proteico composto dasiibeinita, caratterizzate dalla
presenza di rRNA e numerose proteine.su@unita minore, formata dal'rRNA 18S e da 30-40
proteine, contiene il sito dove scorre il messaggeéna sibunita maggiore, formata dallrRNA
28S, 5S, 5,85 e da 40-50 proteine, permette dirwostil sito A destinato ad accogliere
'amminoacil tRNA, e il sito P per il peptidil tRNA

Ribosome l 508 ) P g
Growing @@ (B + protein} " / L ansy  oF3
polypeptide @ \ o ‘9 e
chain { 4, 40
chai ‘f { clliﬁ) < | 6os
- T r_ \
T MG ( alragl [
) 8 [

/ AAAn

tRNA |

tRMA, | oyl

leaving 4 16 CAG
ANA CCM Maaj tRMA;
m ri U"LJ]' arriving
P T T

GQQAAAU c
~ Movement

PN N N NS S O ribesame
Codon Codon Codon Codon Codon Codon Codon
EEN EER adg EER aag aag aay

Per formare il complesso di inizio, assemblareibbsoma, iniziare, allungare e terminare la
traduzione occorrono numerose proteine ditori traduzionali . Ci sonofattori di inizio elF
(eukaryotic initiation factors), dillungamento e di termine Nel citoplasma il riciclo dei ribosomi

e poliribosomi (piu di un ribosoma per messaggerégcilitato dalla circolarizzazione del’mRNA
mediata dai fattori di inizio: si puo ricominciapgu velocemente la traduzione e sintetizzare piu
proteine. Inizio, allungamento e termine richieddidrolisi del GTP per funzionare. La sintesi
proteica costa molta energia: circa due GTP per legame peptidico, a cui bisogna aggiungere |l
costo della produzione del’lRNA, catena polinudi@iot costruita a partire da nucleotidi trifosfati!
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IL CONTROLLO TRADUZIONALE
L’efficienza della traduzione dipende dai liveleldmRNA, dei ribosomi, dei fattori traduzionali e
dellATP che ricarica il GDP a GTP. La concentram@odi un messaggero dipende dalla sua
stabilita. Quanto maggiore ¢ la stabilita del’mRNA, rapgrsta dal suo tempo di dimezzamento,
tanto maggiore € la sua attivita traduzionale.dnage, la stabilita dipende soprattutto da sequenze
presenti nella regione 3’ del’mRNA.
3-globin gene

fya= = 10 h

3’ GMCSF
sequence with G/C
residues substituted
for AU residues

O3 cmcse
sequence with

AUUVUA repeat

)

=< N liy= 10 h

Ad esempio, se nel gene per upaylobina inseriamo in 3’ la sequenza AUUUA, present
nellmMRNA per il fattore GMCSF (granulocyte/macr@ge colony stimulatory factor), si riduce la
stabilita del messaggero globinico ad un tempoidedzamento di circa 1-2 h invece di piu di 10
h, il valore originario. Sono queste sequenze mesglili dell'instabilita perché se mutiamo le sue
A/U con G/C, viene ripristinata la stabilita del ssaggero originaria.

CONTROLLO TRADUZIONALE OPERATO DA IONI FERRO

Funzioni del ferro e proteine che lo legandblumerose sono le funzioni cellulari del ferro, g aal
esempio:
- reazioni diossido-riduzione nel metabolismo energetic@ presente in molti enzimi del
sistema che produce ATP;
- componente strutturale e funzionale dell’Hb e nobgta: € necessario petrisporto
dell’ ossigeno
Lo ione ferro nell'organismo si trova principalmemtell’Hb, ma anche nella mioglobina, ferritina,
emosiderina, in enzimi e nella transferrina.
Nei maschi il Fe totale é circa 3500 mg, nelle fene2400 mg.
Distribution of Iron in an Average Human —
male (80 kg) female (60 kg) Causes of Iron Deficiency

3500 mg _— 2400 mg

Infants Adults

premature birth abnomal bleod loss
<1% twins and more (rarely a depletion of an

5 % matemal deficiency initially normal store of iron)
fetal blood loss

<1%
8%

12 %

gastric or duodenal ulcers
gastriec or ¢colon earcinoma
gastriis caused by NSAID's
anti-c oagulant tharapy

yaglobi | H iderin excessive menstrual bleeding

8% 9%

Legend

Hemoglobin 7] Ferritin
E

]
L
]

Nz es i 3
ym [ Transferrin strenuous exercise

La carenza di ferro nell’adulto puo anche essere causatas#acizio muscolare protratto.
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L'accumulo del F& nellaferritina del fegato e del midollo osseo & dovuto alle suleunita
leggere (L) e pesanti (H) che ne permettono l'aadonfino a 4500 atomi in complessive 24
subunita.

Iron Storage in Cells

iron-{ferritin),, complex

Il Fe** & anche presente nedianosiderinadei tessuti.

Il ferro vieneassunto a livello intestinale Il ferro in circolo & sottoforma di ione ferrose*,
mentre quello contenuto nella ferritina & ferriee". Il ferro non circola libero (sarebbe tossico),
ma legato allaransferrina (Tf).

Circola legato alla trasferrina ed entra per endocitosi mediata da un recettore

plasima @

mambrane

clathrin-
coated pit

“ apo-transfemin (Tf)

n transferrin FeTr)
acidic endosomes o transferrinr

(pff = 5.4) ZE recoptor {TRY
divalent metal
@ (ransporter (DMT)

Il ferro (Fe*") si lega allapotransferrina (apo-Tf) e diventaferro-transferrina. Questa si lega al
recettore della transferrina (TfR) di membrana. La membrana con i recettori legaligahdo si
affossa e forma un endosoma (un vacuologndosomaviene riempito di protoni acidificando
I'interno fino a pH 5.5. A causa dell'acidita ilrfe si staccalalle proteine a cui € legato e, grazie al
suo trasportatore di ioni bivalenti DMT, entra ngbplasma per essere utilizzato o depositato.

Regioni di controllo della traduzione e ferrblelle regioni 5’ e 3’ degli mMRNA possono esistere
sequenze in grado di interagire con proteine sénallferro. Queste sequenze o elementi ricche in
A/U/G sono note come IRE (Iron Responsive Elemeat&gano le IRP (iron regulatory protein),
dette anche IRE-BP (IRE binding proteins). Il legaavviene quando le proteine sono prive di
ferro, ovvero quando nella cellula il ferro e cdaeerPertanto, quando il ferro e presente, le IRE-BP
sono inattive e non si legano al’lRNA. Consideriaatbesempio, le IRE presenti nella regione 3’
del messaggero per il recettore della transfelfliiR). In assenza di IRE-BP che lo proteggano, il
messaggero per il TfR subisce degradazione. Ettinfao spreco per la cellula esprimere questa
proteina se la cellula possiede gia al suo intérfgoro.

46



IREs
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degradation

TIR mRNA

Quando nella cellula c’é il ferro, questo deve essapportunamente accumulato. Pertanto il
messaggero della ferritina deve essere tradottesfQe possibile perché le sequenze IRE, che si
trovano nella regione 5’ del suo messaggero, siweoe lasciando i ribosomi in grado di formare i
complessi di inizio e tradurre 'mRNA. Viceversajando manca il ferro, le sequenze IRE sono
legate dalle IRE-BP ed i ribosomi non sono in grddimiziare la traduzione.

IREs

j‘E 3“‘[1\ Cading region CooH
Y
Ferritin mRNA B' A

HaMN
High iran 2
IRE-BP Aﬁi@-m
L i
IRE binding protein Q ;r';:.”?: :a,,m
{Active)
Low iron
J M L — 1} No translation
: An /y nitiation

Pertanto, il controllo della traduzione dei messaigger proteine che legano il ferro & controlliato

maniera coordinata come di seguito riassunto(regwia del’omeostasi intracellulare del ferro
nell'intestino):

Coordinate Regulation of Cellular Iron Homeostasis

IRP: iron regulatory (& + Fe IRP
protein (aconitase) P — active toword IRE
IRP UFe \

inactive

IRE: iron-responsive AG UG
element, whereNis CL JN

LR C,Uoora ;
"] protein coding | AAAAAT
s AlG
ferritin mRNA; ferroportin 1 mRNA ,
S = o, t

transferrin receptor mRNA
divalent metal transporter 1 mRNA

con ferro basso, non c’é traduzione per ferritio& traduzione per TfRgon alto ferro, c’e
traduzione per la ferritina, non c’e traduzione pR.

TRADUZIONE DI PROTEINE DI MEMBRANA O DI SECREZIONE

La traduzione avviene nel citoplasma, ma molte ginet non sono citoplasmatiche e devono
raggiungere distretti cellulari diversi, od essszerete.
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Proteine del citoplasma o di
diversi compartimenti subcellulan

Emogiobina
b NP NP S
g A

e

Sequenze segnale
m N o ' terminale

SECRETORY PATHWAY

insulina

Occorrono delle sequenze-segnale nell’'estremitdosailica o in quella amminica perche la

proteina sia veicolata correttamente. Ad esempatiarproinsulina umana ci sono una decina di
amminoacidi nella parte N-terminale (peptide-leagmptide segnale) che fungono da segnale
perche la proteina, in corso di sintesi, sia veitaoldal citoplasma al reticolo endoplasmatico e poi
tagliata da una peptidasi del segnale.
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Per il riconoscimento del peptide segnale é ritchiema ribonucleoproteina, BRP (particella di
riconoscimento del segnale) che ricorda una picpaldicella ribosomiale. Appena la proteina
inizia ad essere sintetizzata, il peptide che ésteibosoma e la porzione amino-terminale con il
peptide-segnale che viene riconosciuto dalla SF¥P gata al peptide conduce tutto I'apparato
traduzionale con i ribosomi sul recettore per SRE € localizzato sulla membrana del reticolo
endoplasmatico (ER). SRP e il suo recettore goteine G, cioe utilizzano I'energia dell’idrolisi
del GTP per funzionare. In questo modo la protelinaeosintesi cresce all'interno del RE rugoso,
grazie a canali di trasferimento (transloconi) aethembrana dellER che ne favoriscono Il
passaggio dal citosol.

NellER e nell’apparato di Golgi la proteina viegeindi assemblata, conformata e subisce una
serie di modifiche.

MODIFICHE PROTEOLITICHE DELLE PROTEINE
Molte proteine subiscono modifiche postraduziormaime, ad esempio, la formazione dei ponti
disolfuro, la glicosilazione, la fosforilazione, haetilazione, etc, e modifiche proteolitiche, quade
esempio, la perdita dei peptidi segnale che trasdde pre-pro-proteine in pro-proteine nellER.
Nel Golgi avvengono ulteriori modifiche (vedi nelempio giu riportato a sinistra, la
trasformazione dellpro-albumina ad albumina). Anche Igro-insulina, che deriva dalla pre-pro-
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insulina per perdita del peptide leader nel’ER, gr@nuli di accumulo diventa insulina, la forma
secreta, per perdita del peptide C ad opera dipaptwlasi.

(b] Regulated secretory proteins
Proinsulin

fa) Constitutive seoretory proteins

" 51 o
Proalbumin
NH, Arg Atg Lys Arm €00
NH;" | Arg Arg Coo B [& 8-8 A
PC3 endoprotease PC2 endoprotesse
llFurin endoprotease
[

F—————=
Albumin s 1 L

Carboxypeptidase

s

-
= "R
Forma secreta
B

5-5 A
Insulin

Molti enzimi sono prodotti come forme inattive (Vegroenzimi della digestione): essi vengono
attivati successivamente nel loro ambiente specificediante modifiche proteolitiche (es. il
tripsinogeno che diventa tripsina nel duodeno).
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IL MITOCONDRIO

DNA ED ESPRESS ONE GENICA MITOCONDRIALE

Il mitocondrio possiede un proprio DNAN{DNA) che é evoluto dai batteri. La sua dimensione € di

?EE;L,W% ‘. 16569 paia di basi. | due filamenti si distinguono

% in pesante H perche ha molte G, é ricco di geni
senza introni, e ha poco DNA non codificante) ed

in leggero L (ha molte C ed e povero di geni).

I mtDNA contiene la sua origine di replicazione

et €

- Geni per RNA ribosomiali e tRNA
: - Geni per alcune proteine del trasporto
ser S ; degli elettroni e per la sintesi di ATP

I genoma mitocondriale codifica solo per 13
delle oltre 900 proteine mitocondriali. In

Srtoan,,, L_-Tm; ' Y particolare, codifica pef subunita della NADH
I arese Deidrogenasi del Complesso (Cl, formato da

subunit 8

49 subunitd); per nessuna subunita del CII
(formato da 4 subunita); per dgitocromo B (Cyt B) del Clll (formato da 11 subunitd); per la
Citocromo C Ossidase |, I, lll del CIV (formato da 13 subunita); e perslzbunita 6 e 8 della
ATPasedel CV (formato da 16 subunita).
Il codice genetico e diverso da quello del DNA mace. Alcuni amminoacidi sono codificati da
triplette diverse da quello umano e UGA non codifper stop, ma per triptofano, trp, W.

Divisione ed eredita del mtDN®gni cellula pud possedere centinaia di mitocoraigiscuno con
fino ad una decina di molecole di DNA. Questo derdal fatto che il mitocondrio prolifera
dividendosi per scissione, indipendentemente diligione cellulare.

e
@0
i i 5
S Lareplicazione del DNA non & @
el e limitata alla fage S, ma avviene @ §
in tutto il ciclo cellulare ()

Mitosis: random

distribution of

mitochondria ta
Un aumento (5-10x) di mitocondri si ha daughter cells

quando un muscolo scheletrico a
X:dltosls J/ Mitosis

(@]
I mitocondri sono ereditati J/

@?@ per via materna
S g

riposo viene stimolato ripetutamente.
S

Respiratory proficient Petita Respiratory
proficient

Nello zigote i mitocondri sono quelli derivati dalfulo, pertanto i mitocondri sono dirigine
materna, e le mutazioni del mtDNA sonote@smissione materna

La distribuzione delle molecole di DNA nelle cedidiglie € casualeefedita non mendeliand. Ne
risulta che molecole di mtDNA normale si separaasualmente da quelle mutate come nei lieviti.
Le cellule che contengono una mistura di mtDNA redare mutato si definiscoreteroplasmiche
Dall’esempio dello schema a destra si evince gheegilule di lievito eteroplasmiche per mutazioni
che alterano la respirazione (mitocondri tondi seozste), la separazione dei mitocondri origina
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cellule che respirano normalmente, altre che raspirmeno, ed altre che non respirano per la
presenza dei soli mitocondri mutati.

Pertanto, la gravita delle malattie causate da rmriadel mtDNA dipende non solo dalteatura
delle mutazioni, ma anche dall@roporzione del DNA mutato rispetto a quello normaé. Nei
soggetti con eteroplasmia, prima che compaianamizsbni e sintomi clinici, & necessario che |l
rapporto tra DNA mitocondriale mutato e il normalgoeri un valore soglia, che e tanto piu basso
quanto piu il tessuto o l'organo ha elevato faldrisoenergetico. Infatti, le patologie legate a
variazioni del mtDNA colpiscono soprattutto il €sta nervoso, cuore, muscoli, cioe quei tessuti
che richiedono maggiore ATP.

In conclusione, tutte le cellule hanno mitocondnia le mutazioni del mtDNA colpiscono solo
alcuni tessuti. Inoltre, le malattie legate ai regondri (quali, ad esempio, miopatie, anemia, debet
contrazioni muscolari improvvise incontrollate-gssia mioclonica),sono a comparsa tardiva e
progrediscono con l'eta.

Esempi di malattie da mutazioni del DNA mitocondigalLa neuropatia ottica ereditaria di Leber's,
LHON, (una degenerazione del nervo ottico accomatagda cecita progressiva), € causata da
mutazioni del geneper la subunita 4 delldADH-CoQ reductase

La MERRF, epilessia mioclonica fibore muscolari “ragged"” sfilacciate, associatam@ementi a
scatti, perdita di cellule muscolari —miopatia-onagrandi aggregati di mitocondri anormali nelle
cellule muscolari, & causata prevalentementmuai@zioni del tRNA per la lisina. Una mutazione

e MTTK A8344G (MT : mitocondrio;T: tRNA; K: lisina A e G. adenina e guanina).

La sindrome di Kaerns-Sayre, KSS (degeneraziortenseés nervoso: battito cardiaco anormale,
oftalmoplegia progressiva, degenerazione del sstem@rvoso centrale) e causata ldeghe
delezioni (6 Kb) nel mtDNA. Quando il mtDNA si replica, @plica piu rapidamente il DNA piu
piccolo (mutato) di quello normale. Ne deriva cloétempo aumenta il numero dei mtDNA mutati
rispetto al numero dei DNA normali.

Fosforilazione ossidativa e RO8isogna ricordare che nel mitocondrio la fosforibewe ossidativa
non produce soltanto I'energia dellATP, ma genemche ROS (radicali liberi dell’Q)
sottoprodotti del suo metabolismo come ione sup&tosacqua ossigenata, ossigeno nativo, etc.).
Inoltre, il mitocondrio partecipa alla regolaziodell’apoptosi, la morte programmata delle cellule.
Pertanto, lemalattie degenerative e l'invecchiamentopossono derivare dallperdita della
capacita energetica mitocondriale, da un aumento d&®OS e dell’attivita apoptotica.

L’'apoptosi € un processo fisiologico (significa distacco)attrizzato da una sequenza ben definita
di modifiche morfologiche. Le cellule diventano miiccole, si suddividono in frammenti, corpi
apoptotici, uniti a membrane, e fagocitati da ateule. Le componenti intracellulari non vengono
rilasciate nell'ambiente extracellulare, senza daper le altre cellule.

Caratteristiche di una cellula morta per apoptost

(b} Nucleus

Cellula
normale

Phagocytosis .“ v Cellula
—f;'f" P —— d Apoptotica
= @l 1
: Mi\ i con nucleo
b J -~
/ |\ Phegocytic el trammentato
\ ® Lo

L rld €2

L~ o ,,!
Inizialmente, le cellule diventano piu piccole (densazione), quindi si frammentano ed i
frammenti apoptotici, richiusi da membrane, vengoatburati da fagociti.
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L'apoptosi e alla base dello sviluppo degli orgamispluricellulari: ad esempio, porta alla
eliminazione di intere strutture (coda di anfibggolpisce tessuti specifici (perdita del tessuto
interdigitale), regola il numero dei neuroni nistema nervoso. L'apoptosi serve per mantenere il
bilancio nella produzione cellulare: un surplus mlioduzione porterebbe a trasformazioni
neoplastiche. Un allenamento svolto male puo prasmapoptosi di cellule (stato infiammatorio).

L’apoptosi viene attuata daaspasi(Caspl-9, proteasi che idrolizzano il legame pigaiin C-ter
di un aspartato). Sono proteine conservate dagériabrati all'uomo, come effettori della morte
cellulare:

Regulator  Adapter Effector

C. elegans Ced-9 — Ced-4 —> Ced-3 —J> Death
(verme)

Vertebrates Bel-2 —| Apaf-1 —> Casp9 —)> Casp3 —> Death

Le caspasi sono controllate dalle proteine regola@nti-apoptotiche, come la proteilzl-2 (e

una proteina transmembrana localizzata nella memalratocondriale esterna, ma anche nucleare e
del reticolo endoplasmatico); essa blocca I'adatteApaf-1 (fattore di attivazione apoptotica). La
famiglia a cui appartiene Bcl-2 include proteine clue attivita: pro-apoptotica (Bax, Bad) ed anti-
apoptotica (Bcl-xI e Bcl-2).

Tutte le cellule hanno bisogno féittori trofici per impedire I'apoptosi e quindi sopravvivere: ad
es. leneurotrofine. Per funzionare queste molecole si devono legarecettori specifici sulla
membrana plasmatica.

Ligands
NGF NT-3 BDNF NT-3 NT-3 — llt‘ul'Qtl'Qﬁ_ne

T .

Silegano a recettori
tirosin-kanasiel

Exterior

Cytosol

TrkA TrkB TrkC
Recentors

Questi recettori hanno un sito di legame extrata#uper le trofine (ad es. la neurotrofina NGF,
nerve growth factor), e un sito intracellulare @itivita enzimaticairosino-kinasica. Una o piu
tirosine del recettore vengono fosforilate quanidececettore ha legato la neurotrofona, ed esse
attivano altre proteine della sopravvivenza cetk)laQueste proteine influenzano la distribuzione
subcellulare delcitocromo C, cit C (proteina coinvolta nel trasporto degli elmti), che e
normalmente presente sulla membrana mitocondnaésna. Se il cit C passa nel citoplasma,
attiva le caspasi. Bcl-2 fa in modo che il cit @anga dentro al mitocondrio (quindi ha un ruolo
anti-apoptotico).

{al Absence of trophic factor: Caspase activation

_— Trophic factor receptor
(b} Presence of trophic factor: Inhibition of caspase activation
Trophic factor Plasma mambrane
@ Death
H

L
Flasma membrane ) | Cleavage of substrates
(} S Procaspase 3 =
, 63 kin@ — FE=
P13 kinase: == " Caspase 3

Procaspase: proteasi

0 (o Fosfatidil-inositolo 3 lkinasi
< Procaspase 3
/

inattiva
(pro-caspasi— C asp asi)

Apafl: apoptosig
activating

A IQ factor 1

Outer
mitochondrial
membrang,

o : 5 = 4
- Citocromo C Cvtochrame C lons

Se c'e il fattore trofico (nutritivo), le caspasin® inattive (non c’e apoptosi); se non c’e il dadt
trofico, le caspasi sono attivate (quindi c'eé apsp).
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GENI PER IL FUNZIONAMENTO DEL MUSCOLO E LA DISTRONA

Sono piu di 19000 i geni richiesti per la formazoed il funzionamento del muscolo. Questi
includono geni per proteine che regolano il procesmtrattile, geni per enzimi che degradano il
glicogeno o acidi grassi per generare energia, re ger proteine che mantengono l'integrita
strutturale e le proprieta delle cellule muscolBiiquesti ultimi, uno tra i piu noti &€ gene DMD,

nel locus del cromosoma Xp21. E’ uno dei geni pandi (2,4 megabasi, 2400 kb) formato da 79
esoni, trascritto in un mMRNA di 14 kb, e codificamer una proteina di oltre 3500 amminoacidi, la
distrofina. Questa & una proteina bastoncellare sarcoplasmstibsarcolemmale (0.002% delle
proteine totali di una cellula muscolare, il 5%el@roteine che sono legate al sarcolemma).

Muscie

Epithedial cell

2 ECM
S Gl e
A |
EBPS0—g) Q@ oo Ty
Ezrin dimer N ')
1
E— ol \\_“‘--L

La distrofina hafunzione di connessione fra la membrana ed il citcbeletro della cellula

(rappresentato dai filamenti di actina, rossi). diatrofina (viola) € ancorata alla membrana
sarcoplasmatica mediante un complesso glicoprotéfedistroglicano, sarcoglicano, sintrofina,
distrobrevina) agganciato alla matrice extracetki@&DM).

Yo

‘Lanirin2

Presenta 4 domini: I, N-terminale (336 aa), condséttacco al citoscheletro; 11 (2704 aa), con 24
unita ripetute, a bacchetta, che mantengono diséepeoteina; Ill (325 aa), ricco di cisteine che
lega almeno una proteina del sarcolemma; IV (320 @aerminale, con siti per sintrofine e
distrobrevina (funzione di ancoraggio) e con la diftasi (sintasi del monossido di azoto, nNOS,
funzione di regolazione).

Il gene DMD e grande e complesso: ha 8 diversi promotori cdmetivono isoforme differenti. 4
promotori sono nella regione 5’, ciascuno dei quainporta differenze nelle sequenze trascritte del
I° esone; sono attivi nelle cellule muscolari, ¢actie, nei linfoblasti e nelle cellule del Purkinje
della corteccia cerebellare. 4 promotori sono nedigioni interne (introni 29, 44, 55 e 62) e
trascrivono sequenze del 1l e IV dominio (impottaper l'interazione con la membrana) ed
esprimono isoforme sintetizzate nelle cellule iekim, embrionali e nervose, a funzione per ora
sconosciuta.

La DMD (distrofia muscolare di Duchenng € una malattia legata al sesso, trasmessa datleé m
ai figli maschi poiché il gene DMD é localizzatol smomosoma Xp21.2 (femmine eterozigoti, 2
cromosomi X, maschi emizigoti perché hanno un s¢Jo E' una miopatia progressiva con
perdita di cellule muscolari; a 10-12 anni non spig in grado di camminare. E’ causata da
mutazioni che sono prevalentemente deé&ezionidel gene DMD (tratteggio rosso).

53



dystrophin cDNA {coding region)
57 e 3

dystrophin protein

spectrin-like repeat domain

mutations causing DMD can be small out-of-frame deletions
5’ m— [ 7 e 3’

C-terminal truncated protein {(with out-of-frame translation product)

O eeoecoooowmmr

non-functional dystrophin protein
Ne consegue che il gene mutato non codifica pitlgp@roteina (mutazione Duchenne) perché le
proteine tronche mancano del Il e IV dominio (d\a#zurri sul cDNA normale). La patologia é
associata adin’elevata concentrazione di creatina-fosfo-chinas{(CPK) nel siero. L’enzima
muscolare citoplasmatico esce dal muscolo perchguda membrana € degenerata. Il dosaggio
elevato della CPK nel plasma puo indicare le fenenpiartatrici della malattia.
Esiste anche una variante, meno gralistrofia muscolare di Becker,BMD, causata anche da
grandi delezioni. Le delezioni perd colpiscono sibldominio Il, ma non comportano errori nei

moduli di lettura.

mutations causing|BMD|can be| verylarge in-frame deletions |
57 m— [ I e 37

truncated but functional protein with intact N- and C-termini

A0

partially functional dystrophin protein

A seguito di tali delezioni si forma una distroficarta, mancante di un segmento interno, ma
parzialmente funzionante perché possiede i donaitiassi-terminali, interagenti con la membrana,;
la malattia colpisce solo i cingoli, ma non glgani interni.

In maschi DMD cormmutazioni di sensg C3340Y (I'aa 3340 & mutato da cisteina a tirgsméa
base G10227A, la distrofina non si lega al bet&ratiticano: la distrofina € quindi importante nel
legare la F actina al sarcolemma.

MUTAZIONI A CARICO DI ALTRI GENI
Malattia recessiva di McArdle. Mutazioni di un geimme 1193, codificante per la glicogeno-
fosforilasi muscolo-specifica (PYGM). Se uno deedilleli € mutato non c’e patologia, che invece
si ha quando entrambi gli alleli presentano la motee. Dopo l'esercizio fisico, specialmente
prolungato: rigidita muscolare, crampi, miopati&, fenotipo simile a quello di altrifetti di
enzimi muscolo-specificiche compromettono l'utilizzazione del glicogen@n8 malattie rare, e
poco studiate.

Ma come € possibile identificare la presenza di mutazioni nel genoma?

L’ANALISI DEL GENOMA
L’'impiego delle tecniche del DNA ricombinante hampesso di studiare a fondo I'organizzazione e
I'espressione dei geni (di cui abbiamo finora gajlae di individuarne con estrema precisione le
variazioni normali e patologiche. Oggi € infattisgtbile ottenere in breve tempo le sequenze
nucleotidiche dell'intero genoma di un individuo &adlizzarle e confrontarle mediante tecniche di
bioinformatica.
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POLIMORFISMI
Le sequenze del genoma degli esseri umani sondi &@9,9%. Il restante 0,1% e variabile tra
individuo ed individuo ed e responsabile della dsita tra gli individui. Le differenze
nucleotidiche chiamate polimorfismi somariazioni naturali distribuite in tutto il genoma (circa
una variazione ogni 200 nucleotidi), spesso lozate in regioni non codificanti (e quindi
raramente associate a patologie).
| polimorfismi di singoli nucleotidi (SNP, pronuncia snip) sono il tipo di variazione piu corau
Si trovano in punti del genoma ben mappati, inuna gran parte della popolazione umana ha un

nucleotide, I'altra ne ha un altro. Due genomi possdifferenziare in circa 2,5 x 8@l questi siti
(1/1300 coppie di nucleotidi). Consideriamo ad kes.sequenza polimorfica AGAORCTA o
AGCTAACTA. Un individo pu0 essere omozigote T/T (ovvgrossedere la T in ambedue le
regioni alleliche ereditate una dal padre e l'aliidla madre), oppure omozigote A/A, oppure
eterozigote T/A.

Loci genici possono essere polimorfici anche percbBtengonosequenze ripetutein tandem
(STR e VNTR, variable number of tandem repeats) come ad esehgnucleotide (CA) ripetuto

n volte. Queste regioni replicano con fedekdativamente bassa a causa dello slittamento che
avviene tra lo stampo ed i filamenti di nuova snt@urante la replicazione del DNA: il valore
preciso din puo pertanto variare da un genoma all’'altro. Laygnar parte degli esseri umani sono
eterozigoti per questo polimorfismo. Ne consegue itlpolimorfismo da sequenze ripetute e piu
utile dello SNP per differenziare un individuo ¢altro.

COME EVIDENZIARE | POLIMORFISMI DEL DNA

Per evidenziare i polimorfismi si possono utilizzée variazioni nelldunghezza dei frammenti di
restrizione, RFLP (restriction fragment length polymorphism). @nzimi di restrizione (gia
descritti nel capitolo dei DNA ricombinanti) somarlbici molecolari (DNAsi specifiche) prodotte da
diversi ceppi batterici (nellesempio EcoRI pro@ottal’Escherichia coli 1) che tagliano il DNA a
livello di siti specifici, formando, come presemtatell’esempio, frammenti con estremita coesive
(sticky ends).
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Gli enzimi modificatori (che metilano un nucleotide della sequenza spagifimodificano la
sequenza nel DNA del batteri che produce quellleazimpedendo al batterio di tagliare il proprio
DNA, ma non quello di un virus od altro organisnepipo batterico infettante il batterio.

Per analizzare i frammenti di DNA prodotti dallagyestione con enzimi di restrizione un tempo si
utilizzava l'analisi del Southern blotting, che consiste nell'identificaziondi frammenti di
restrizione specifici all'interno di una miscelaftimmenti di DNA (analisi RFLP). | frammenti di
DNA ottenuti per digestione con I'enzima di regboie vengono separati mediante elettroforesi in
un gel di agaroso. | frammenti si separano in lakseloro dimensione: i piu corti migrano piu
velocemente verso il catodo (+). Quindi, si dispdrgel su di un supporto che pesca tampone da
una vaschetta, e sul gel si pone un filtro di citlulosa, che verra ricoperto di pannetti di carta
assorbente. Per capillarita il tampone passavatsa il gel ed il filtro di nitrocellulosa, faceod
trasferire il DNA dal gel alla nitrocellulosa cheom e attraversabile dal DNA. Il filtro di
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nitrocellulosa verra ibridato ad una sonda moleeotaarcata (es, un frammento di DNA specifico
o un cDNA plasmidico, marcato céfP, fosforo rafioattivo) che si leghera solo aniraenti di
DNA grazie alla sua complementarieta con le sequetantenute nei frammenti. L'analisi
autoradiografica evidenziera solo i frammenti iatid(che hanno legato la sonda) perché
risulteranno marcati.

DNA

Cleave with
restriction enzymes

=

Filter Nitrocellulose
paper /Gei Nitrocellulose

) @ ¥ Autoradiogram
Alkaline solution it .
Hybridize with

labeled DNA or
Capillary action transfers RMA probe
DNA from gel to nitracellulose ¥

Gel electrophoresis

<=

| SNP possono creareariazioni nella lunghezza dei frammenti di restrzione: se una mutazione
crea o elimina un sito di restrizione, ci sara ambiamento nella dimensione del frammento di
restrizione (il frammento di DNA prodotto da quefizimasara accorciato se si sara creato un
nuovo sito, o allungato se se ne €& perso uno, awli@sempio successivo in cui figurano due
frammenti invece di uno solo).

Hybridization

banding pattern

Enzyme Enzyme I
]

T | [ [ 7 T
L = b
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MW
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In pratica, la perdita per polimorfismo del sitordstrizione asi evidenzia per la comparsa di un
frammento ulteriore, di peso molecolare maggiosfiardigestione con I'enzima A, ma non col B,
perche i suoi siti di riconoscimento non sono polifici. La variazione nella lunghezza dei
frammenti di restrizione indichera pertanto la prem del polimorfismol’enzima A e la sonda
specifica, perche complementare al gene verdegexidno un RFLP e un sito che € variabile nella
popolazione: questo € @ito marcatore.

Qui di seguito viene mostrato un esempio di andii®®FLP con sonda del ch 5 in soggetti di una
famiglia (8 bambini, i due genitori ed i loro nopni

Alleles Fragment
lengths
L’enzima Taql evidenzia 3 framment: polimeorfic: allehc
1 - . 10 kb
2 rer - W A we e e e 7.7 kb
3 » - - « B6.5kb

Ogmi individuo possiede due alleli che lo possono
rendere riconoscibile e distinguibile dagli altri

Grandparents qp ea EE
Parents @7

v DEEEBERIDBBIE
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Se in una famiglia € presente una malattia il ogu$ e localizzato molto vicino a questo sito
marcatore, si pud seguire l'ereditarieta della mialesseguendo I'ereditarieta del sito marcatore
polimorfico (ad es, se il frammento di dimensionaggiore (1) cosegrega/é associato alla malattia,
chi ereditera tale frammento dal genitore affetteditera probabilmente la malattia). La tecnida de
Southern pero e una procedura complessa ed orarpaissata.

Attualmente, la tecnica di analisi deR&ER, reazione di polimerizzazione a catengpermette di
identificare queste ed altre variazioni senza rerer alle sonde molecolari, ma semplicemente
amplificando il DNA in cui & presente la regiondipmrfica.

Per fare ci0 € necessario conoscere la sequenzai chuwle amplificare, o almeno conoscere la
sequenza nucleotidica ai lati di tale regione. kiera DNA polimerasi ha infatti bisogno degli
inneschi, oligonucleotidi che offrano I'estremita@H per I inizio della reazione, ovvero per la
formazione del legame fosfodiestere con il desisiucleotide entrante. Per amplificare una
sequenza di DNA occorrono pertanto, oltre al DNA aaplificare, ai desossiribonucleotidi
trifosfati ed al tampone ideale:

i primer o oligonucleotidi di innesco ¢irca 20 nucleotidi di lunghezyxacomplementarialle
sequenze ai lati della regione che interessa pepctienorfica contenendo, per esempio, una
VNTR;

= e
e -+ Oligonucleotidi di innesco
g
e [ ripetizione

la Tag DNA-polimerasi, un enzima che, utilizzando desossiribonucledtiftosfati, polimerizza
desossiribonucleotidi monofosfati usando come staihPNA e che ha un optimum di attivita tra
60-70°C;
La procedura implica che

1) siporti a 100°C la soluzione di DNA per denatwalfilamento singolo;

2) siporti a 50°C per attaccare i primer di innesicbNA

3) siriporti a 70°C la soluzione in modo che la TagAdpol possa copiare i filamenti stampo

come riportato nell’esempio seguente.
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- And soan
In conclusione, la PCR permette di amplificare s&ge di DNA a condizione che siano note le
estremita del frammento. Ogni frammento verra dopgapartire dall'innesco. La regione di DNA
risulta amplificata esponenzialmente.
Questa tecnica viene sfruttata medicina legale (ella tipizzazione di cellule e tessuti per
distinguere il materiale genetico di provenienzalarsi individui come nei casi di identificazione
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di paternitd) genetica umana iflentificazione di geni normali e mutatg ricerca di base
(identificazione di nuovi geni, studio della vaiigh del genoma, etc.).

POLIMORFISMI E PATOLOGIE

Se le variazioni polimorfiche avvengono in un gepessono provocare patologie. E’ il caso ad
esempio dellalistrofia miotonica. Nella regione 3’ non tradotta del gene che ccaiper una
kinasi della miosina (dystrophia myotonica-protkimase) ci sono delle ripetizioni del trinucleotide
CTG (da 5 a 37) che negli affetti sono 3 volte sigpe(>75) a quelle normali. La malattia é
caratterizzata da perdita progressiva della formgsaolare e daniotonia, una contrazione muscolare che
persiste anche dopo la cessazione dello stimolontadio: in altre parole, € come se il muscolo non
“capisse” che il segnale nervoso e cessato e ofedt rilasciarsi.

Structure and inheritance of CTG repeats Ru) etl2101.1_1 del
i myatonic dystrophy]| trinucleotide CTG

affected >75

premutation 45-75

myctenic protein kinase gene v normal §-30

(cTE),

La sindrome di Kennedy (atrofia muscolare bulbare e spinale) e una diatcausata da mutazioni
del gene per il recettore dell’androgeno: il nuongelle ripetizioni della sequenza CAG all’interno
del gene, supera di circa 3 volte il valore normbéetripletta ripetuta e tradotta in poliglutammajn
con conseguente alterazione del recettore perrbgetho, un fattore trascrizionale attivato dal
ligando.

affected 39-60

normal 13-28
androgen receptor gene

58



FATTORI DI CRESCITA, ORMONI E TRASDUZIONE DEL SEGNA LE

Endocrine signaling

Blood vessel ® o

Hormone secretion
into blood by endocrine gland Distant target cells

| fattori di crescita segnalano con un meccanisimole a quello degli ormoni in quanto scorrono
nel circolo sanguigno e agiscono sulle cellule dglis. In genere il segnale da parte di fattori di
crescita é di tipgparacrino, se le cellule producono segnali per le cellula@hti, odi tipo
autocrino, se le cellule producono il fattore per se stesse.

ORMONI STEROIDEI E SEGNALAZIONE
Tra i fattori di crescita possono essere considarathe gliormoni steroidei. Come gia visto, gli
ormoni steroidei interagiscono comecettori nucleari, i quali sono fattori di trascrizione attivati
dall’ormone (il ligando).

... Nuclear Hormone Receptor
HUCLEUS ™***».., (inactive)
.

NACTIVE GENE ..
BB SO@WT ST

Hormone Promatet g,
Response % | CYTOSOL

Elament /r T
H
Nuclear Hormone Receptor : w

receptor dimer 5
Promoter  ACTIVE GENE [

[ 7
e - A mRNA S\fthSIS _."

Steroid Hormone Cuntrol of Gene Transcription

| recettori per gli ormoni steroidei appartengoria auperfamiglia dei recettori nucleari che ha
come capostipite la oncoproteina erb-A ed includesgcettore per gli ormoni tiroidei, gli acidi
retinoici, la vitamina D ed altri in parte ancondami di una funzione (pag.25).

ORMONI CON RECETTORI DI MEMBRANA E SEGNALAZIONE

Anche il segnale dei fattori di crescita subisceribcesso delmplificazione tipica del segnale
ormonale

(bassa concentrazione dell’ormone in circolo, ma grande effetto intracellulare )

Epinephri
? [#:;_r"lfpﬂ] rine
Receptor & .
WLIFICJ\TIGH ! enzima
-L \ G protein
A & o g‘f;:;"g‘ enzima
AMPLIFICATION _—— |~
3',5'-AMP
T T T T ? (10* M)
mumcnﬂf_’{_@a ? .{_:‘_‘_\EK_‘ Pivtel enzima
/ \
S NUC TN S
AVPLIIGATION _——— o | ===
& A 'y A A mitmﬂic

Cascade Organization and Amplification
during Signal Transduction
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Il segnale inviato dagli ormoni che interagiscononcrecettori di  membrana (come
I'epinefrina/adrenalina), attraversa la membraresiplatica grazie all'interazione col recettore, e,
grazie all'interazione con mediatori intracellulaviene amplificato e distribuito nei vari distiett
cellulari fino al nucleo dove agisce per lo piu miahdo la trascrizione e quindi I'espressione
genica. In circolo la concentrazione del fattoneione & bassa (18° nanomolare), ma il suo
segnale nella cellula & vigoroso perche gli intetis@'mediatori del trasferimento del segnale sono
enzimi: hanno almeno un centinaio di molecole disstato. Complessivamente, il segnale puo
essere amplificato anche di*Mlte.

L’epinefrina dell’esempio si lega al suo recett(uea proteina a 7 domini transmembrana) che per
funzionare deve interagire cqmoteine G (ad attivita GTPasica, in quanto idrolizzano usféto

dal GTP formando GDP e Pi). Queste proteine G sbaim-trimeriche, formate da 3 subunita: alfa
(catalitica), beta e gamma (regolative). Le praeBialfa vengono attivate dal legame col GTP, ma
sono inattive se legate a GDP.

GTPase switch proteins a g

I |
PR, Yy
P T
7~ S
@DP u a
Inactive ;;ﬁve
Wy i —
——

Le Galpha attive sono libere di scorrere lungo kEmbrana, legandosi ad esempio con I'enzima
adenilato ciclasi o con delle fosfolipasi, attivandole (1 ormonesdgnale produzione di 10
molecole di cAMP o di un altro messaggero intragate come l'inositolo fosfato).

G protein-coupled receptors (epinephrine, glucagon, serotonin)

Exterior Ligande

—  |el— [e] — ﬁ
Cytosol T L —

J'!_,'
Plasma membrane ﬁ]

Receptor Inactive G Inactive effector  Activated Active effector

protein  signal- enzyme {adenylyl  form of generates "second
transducing cyclase, phospho- G protein messengers’ (CAMP;
protein lipase ¢, or others inositol 1,4,5-

triphoshate;
1,2-diacylglycerol)

Il CAMP andra ad attivare delle proteine che spessm chinasi che attivano altre proteine®0
cosi via. Anche il diacilglicerolo (DAG) € un meggaro che sta sulla membrana.

Esistonorecettori (es., quello per l'eritropietinache per lavorare devono essaacoppiati ad
enzimi che fosforilano il recettore, rendendolo riconbgeida altre proteine che verranno, a loro
volta, fosforilate.

Tyrosine kinase-linked receptors (erythropoietin, interferons)

B

Ligand ¢

substrate protein

- ® _—~ @
ADP /#*ADP
ATP A
@ B (B | ~aTP Phosphorylated

Protein-tyrosine
kinase (inactive) Substrate protein
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Alcuni recettori hanno in sé un’attivita enzimatica
Receptors with intrinsic enzymatic activity

Ligand Ligandm

Ly .
- | ]
Exterior . / :L‘
Cytosol -~ |-“| — GIP — I
v/ - 3", 5"-cyclic GMP i AT
=L - PP, Tyrosine kinase d | =
Guanylate cyclase activity activity {nerve /"

= growth factor, ADP
{atrial naturetic factor) planelel-derwed { At
growth factorh

E’ il caso di recettori con attivita guanilato @slca (trasformando il GTP nel messaggero cGMP) o
tirosin-chinasica (quello per il fattore di crescilel nervo etc.) che fosforilano sia il recettore
stesso, autofosforilazione, sia altre proteineadiedisduzione del segnale attivandole.

GH (ORMONE DELLA CRESCITA), SOMATOTROPINA

I GH e un ormone che gioca un ruolo importante oehtrollo della crescita, inducendo la
produzione epatica ed extraepatica di fattori discita di tipo insulinico (IGF1). Stimola il
differenziamento e la proliferazione dei mioblaStimola I'assunzione di amminoacidi e la sintesi

proteica nel muscolo ed in altri tessuti. E' untmdpdi 217 aa:

1 mapgsrtsll  lafgliclpw  Igegsafpti  plsrifdnam
Irahrlhgla  fdtygefeea

61vyipkegkysf Ignpqtslcf  sesiptpshr eetqgksnle
lIrisllliq  swlepvdfir

121 svfanslvyg asdsnvydll  kdleegiqtl
mgrledgspr tgqifkatys  kfdtnshndd

181 allknyglly  cfrkdmdkve  fflrivqers
vegscgf
I GH interagisce con il suo recettore di membrasiajile a quello della eritropoietina. Tale
recettore € costituito da una singola catena paoligiea, caratterizzata da un dominio extracelkilar
col sito di legame dell’ormone, uno transmembraka,ino intracellulare privo di attivita catalitica.
Pertanto, per trasdurre il segnale, il recettaigedb deve associarsi ad una proteina kinasi.

o
emracellular v growth hormone
domain o receptor ol
Ilgand hinding
domain I i . ]
“tramsmembrane N B AR BRE £ Tyr-PO -
| domain i oF Tyr | Im gf" ’
.......................... Tvr Tyr . - ; Tvr
non-catahtic
intracellular Tyt ATP /

domain ATF
imteractions . Tyr PO =
non-receptor withiRS, —

growth hnrmnne prolactin erythropoietin  interleukin protein GRE, and G regulation transcription
(somatotropin) receptor receptor receptors tryrosine proteins of gene % factor
/ receptor \ kinase expression

Quando il GH si é unito al suo recettore questaneantro a dimerizzazione. A seguito della
dimerizzazione, JAK, la Janus/Giano-kinasi, e cagiidegare e di fosforilare in tirosine specifiche
sia il recettore, sia se stessa. Questo complesspindi a fosforilare ed attivare STAT (fattore di
trascrizione) che entra nel nucleo, regola la trasne, e determina I'attivazione dei fenomeni
responsabili della crescita. JAK puo attivare an&tt®, il substrato del recettore dell'insulina.
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IL RECETTORE DELL'INSULINA E TRASDUZIONE DEL SUO SEGNALE

L’ insulina, proteina bicatenaria gia citata, € un ormondaliezante e 'ormone della crescita per
eccellenza. Essa stimola i processi di biosintesiepra, polisaccaridica, lipidica e nucleica. Per
fare cio deve interagire col suo recettore nelleileebersaglio.

Il recettore per I'insulina appartiene alla classe dei recettori di membramadominio chinasico.
Esso e costituito da 2 catene leggere che leganmdne, unite con ponti disolfuro a due catene
pesanti transmembrana contenenti il dominio chawasi

ligand binding "y
domain
extracellular
domain
g=2=5
53 F3-
¢ transmembrane e
domain L
catalytic
intracellular
domain
oo
epidermal insulin platelet-derived
growth factor receptor growth factor
receptor receptor

Quando l'ormone si lega al recettore insulinicopf@l), questo si autofosforila. Le sequenze
fosforilate vengono riconosciute dai domini PTBIRS che quindi legail recettore e ne viene
fosforilato. IRS fosforilato viene riconosciuto eghto dall’enzima fosfatidilinositolo3kinasi
(PI3Kinasi, formato dalle subunita p110 e p85) grad suo dominio SH2 (che riconosce e lega
tirosine fosforilate) divenendo cosi in forma adtiv

= InaLilin sacapion

Extwiion ':"1?_""5
Cyrosol 7
= IR —8 —1 &
dhmmain H51 ,;-]_." ATPE e ATH
LUl FlIp el oI ‘;'_'-c ALVF
Lo A PH-domiing oy oo A A : ;
Protain L0 [ Il ¥
bmacs B F1Li .-_._ = '_I'\- K
P2 kireemz = |
| S
-
Ii . ¥
35 £of 0 o
' . 2 LA |
- I_ o5 e . b P
Bl é r J_.-"} i Hur i -""-\x
’ = J " ",
K. A O Chibe § iR~ P
P s P Tk EEK R S
e mcidmic Ly ! TR
E5TF ulfui s LTS ATP a0 e
 WH4* trams acanan
Gilyecgen bathin
ayrihnes el

PTB: phospho-tyrosine-binding
IRS: Insulin receptor substrate PH: plecstrin homology
PEB/AKT chinasi

La PI3K attiva (tappa 2, pannello in alto a destiap fosforilare il fosfolipide di membrana
fosfatidilinositolofosfato (PIP) che diviene bisfa®. Il PIR viene riconosciuto e legato dalla
proteina kinasi B, PKB/AKT, grazie al suo dominibl.FEssa quindi si viene a trovare in vicinanza
della membrana plasmatica, dove viene ulteriormévdgéorilata da chinasi della membrana. La
PKB attiva (tappa 3) va a fosforilare ed inattivdae GSK 3 (glicogeno sintasi kinasi 3) che,
fosforilata, non & pou capace di bloccare la gitagsintasi, la quale quindi procede alla sintesi d
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glicogeno. Inoltre, la PKB/AKT attiva altri procesmetabolici, inclusa la traslocazione in
membrana del trasportatore del glucosio GLUT4. ebula quindi risponde con un aumento di
entrata del glucosio e di sintesi del glicogeno.

IL SEGNALE INSULINICO E mTOR
L’insulina aumenta non solo la sintesi dei poligami e lipidi, ma anche quella delle
proteine e del DNA. L'aumento della sintesi proéeie mediato dall’'attivazione della chinasi
MTOR (mammalian Target Of Rapamycin).

Insulin

GLUT4
[ 3
L giycogen synthess
Co Pi3-K bt
Mambfane TR
AkUPKS
. "
b T o [leucine)
feedback loon:?' ~— . mMIOR ~ IRS-1, Insulin receptor substrate 1;

J \ PI-3-K, phosphatidylinostitol-3 kinase;

pTOﬂK elF4 GLUT4, Insulin-dependent glucose transporter;

Akt, PKB; PKC, proteinkinase C;

\ I mTOR, mammalian target of rapamycin;

oroledn aynihesis el F4, translational factor 4.

MmTOR e un membro della famiglia de#lerin-treonin chinasi che ha domini catalitici omolghi a
guello della subunita catalitica della PI3K. mTORNe anche attivato dalla leucina, uno degli
amminoacidi ramificati, ed & considerato un sendetBATP che regola la crescita cellulare.

| bersagli dell’attivita chinasica di mTOR sono la S6K, owda kinasi che fosforila la proteina
ribosomiale S6 (che ne risulta attivata), e laginat 4E-BPI che inibisce il fattore traduzionalE4l
(che diventa inibita). Ne consegue un aumento i®isomi (per aumento della traduzione di

MRNA con estremita 5’ terminali ricche in oligopnidine, TOP) e dell'inizio della traduzione.
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La rapamicina o sirolimus € un macrolide che, interagendo con pnodéeina (FKBP) si lega ad
mTOR (il suo bersaglio) inibendone lattivita chéiga e quindi la sintesi proteica. Viene
sperimentata in oncologia per ridurre la prolifesaez delle cellule tumorali e viene usata nei
trapiantati come immunosoppressore per evitaigetto dell’organo trapiantato.

MTOR si trova in forme complesse (TORC1 e TORCREg sono regolate in modo altrettanto
complesso. L’attivatore diretto di mTOR é la proteRheb, attivata da nutrienti come gli aa. Rheb
e invece inibita dal comples3®C1/TSC2che sono attivate dallo stress, I'ipossia e daibialli

di ATP, tramite la AMP-kinasi.

CONTROLLO DELLA SINTESI PROTEICA MEDIATO DA AMPK
La AMP chinasi (AMPK) viene attivata da un calo dei nutrienti & uh aumento di AMP, il vero
indicatore di carenza energetica della cellula. ABIPforma nel citoplasma per azione della
adenilato kinasi che produce ATP da ADP (ADP+ADEAFP+AMP). Poiché la sintesi proteica
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€ un processo metabolico ad alto consumo energétttivita della AMPK impedisce alla cellula
di consumare risorse per la sintesi proteica edpaticessi di sintesi, inibendo mTOR via TSC1/2,
potenziando pero altre vie come la glicolisi e $ioszione degli acidi grassi.
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AMMINOACIDI RAMIFICATI E mTOR

Leucina, isoleucina e valina sono amminoacidi esaénramificati che vengono degradati da
reazioni del ciclo dell'acido citrico e dell'ossilane degli acidi grassi e metabolizzati soprattutt
nel musolo scheletrico. Oltre ad essere substetilg sintesi proteica e per la produzione di
energia, sono precursori di altri aa e, soprattlatieucina, di segnali metabolici. Si e visto ¢ae
somministrazione di amminoacidi ramificati (BCAA)raenta l'attivita di mTOR nel quadricipite,
1 e 2 ore dopo un esercizio di resistenza.

MTOR, INVECCHIAMENTO E MASSA MUSCOLARE
Con linvecchiamento si ha una perdita progressigha massa muscolare scheletrica e un calo
della sintesi proteica. In topi anziani si € osatwche 'esercizio di durata aumenta I'attivita di
MTOR e quella di AKT/PKB. Esperimenti su musceblati sottoposti a stimolazione elettrica per
simulare un’attivita di durata (bassa frequenzaji sesistenza (alta frequenza), dimostrano che
I'esercizio di durata attiva AMPK che, da una pastémola I'espressione di geni che potenziano il
mitocondrio, dall’altra inibisce mTOR. In questoodo negli esercizi di durata si previene
laumento della massa muscolare. Invece, nel lawbreesistenza, 'aumento dei fattori di tipo
insulinico e dell’attivita di mMTOR comporta un aume della sintesi proteica e della massa
muscolare.

MmTOR e lo switch AMPK-PKB
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