Scoprire come i geni
funzionano




oli organismi mutanti

" ] mutanti sono organismi che appaiono o si
comportano in maniera anomala

" vengono usati dai ricercatori per capire
quale sia il corretto funzionamento del
corrispondente gene normale

= Essi hanno aiutato i biologi a scoprire
importanti segreti sul modo con cui i geni
controllano lo sviluppo di un organismo
pluricellulare completo a partire da un uovo
fecondato
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Che cosa fa si che da un uovo fecondato, o
zigote, si sviluppi un determinato tipo di
organismo e non un altro?

= il DNA del nucleo di uno zigote contiene
tutti i geni che determinano l'aspetto
complessivo di un organismo.

= (Qualsiasi cellula che si sviluppi da uno
zigote per divisione mitotica ha un DNA
che e praticamente identico al DNA dello
zigote.

= Se tutto il DNA di ogni cellula di un
embrione in via di sviluppo fosse sempre
attivo, ogni cellula sarebbe uguale a
qualsiasi altra.
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le cellule che hanno la stessa
informazione genetica
possono svilupparsi in
cellule con strutture e
funzioni differenti mediante
la regolazione della attivita
genica.



[ meccanismi di
controllo

devono fare in modo che in

una determinata cellula certi

geni siano attivi mentre altri
rimangano inattivi



che cosa intendiamo quando parliamo
di attivazione e disattivazione dei geni?

i geni dirigono la sintesi di specifiche molecole di RNA
e di proteine

un gene attivato, fa in modo che la sua informazione
genetica sia trascritta in RNA e tradotta in specifiche
molecole proteiche.

I1 processo complessivo e detto espressione genica.

Attivare o disattivare i geni e la modalita principale con
cui viene regolata 1'espressione genica ed e il
meccanismo di base della specializzazione cellulare

I1 controllo dell'espressione genica consente alle cellule
di produrre particolari tipi di proteine solo quando e
dove sono necessarie
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[ primi risultati nel
campo del controllo
genico furono ottenuti
mediante lo studio di
un batterio, Escherichia
coli.



L’esperimento di Jacob e
Monod su Escherichia coli

= Nel 1961 i biologi francesi Francois Jacob e
Jacques Monod esposero una loro teoria per
spiegare in che modo una cellula di E. coli
riesce ad adattare la sua produzione
enzimatica in risposta ai frequenti
cambiamenti del suo ambiente.

= L'ipotesi di Jacob e Monod spiega come i
gem che codificano per gli enzimi che
demoliscono il lattosio vengano attivati o
disattivati a seconda della presenza o meno
di lattosio.
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Francois Jacob, Jacques Monod, Andre Lwoff N
gli scienziati francesi che hanno studiato

la regolazione genica e formulato il modello
dell’operone (Nobel 1965)
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OPERONE

nella figura, che cqoins_Promotore Operaars_Goni por iz gl s
mostra una ona SO o et =
porzione del , oY
: .. mANA & il
DNA d]‘ E CO]I’ 1 @'-L’HNA—poiimerasi_
tre gen]_ Che I_".?rmema :;tiﬁr:sswe gﬁgrgﬁ?o?ét;ccam

codificano per
gli enzimi del

: << | o a)
lattosio - 50 & /o [ —
b il p=2 L'RNA-palimerasi B TR
$ si lega al promotore W g
aZZurro - sono ,
5 o« mRNA & ., o
vicini tra loro. | ._1
&
Proteina o . : &
O Repressore o= Enzimi per ['utilizzo del lattosio

Accanto a questo gruppo di geni vi sono brevi porzioni
DNA che partecipano alla loro regolazione.

Un simile aggregato di geni con funzioni interconnesse
insieme a un promotore e a un operatore, viene chiama
operone; gli operoni sono presenti solo nei procarioti.




Gli operoni

Un Operone e un tratto di cromosoma batterico costituito da due
sequenze di “regolazione” un Promotore ed un Operatore, ed uno o piu
geni strutturali

(geni che codificano per le proteine).

Promotore Operatore Geni
DNA ﬁ’? q ) )
F{Eprasame ; Repressore
attivo attivo
Repressore Repressore ¢
inattivo inattivo {8

Lattosio
Operone lac Operone trp
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Sul Promotore si attacca ’'RNA-
polimerasi.

L'Operatore, contiguo al Promotore,
e il sito di legame per la proteina
repressore,

prodotta dal gene regolatore.

Il gene regolatore non & necessariamente vicino ai precedenti
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Operone lac

= operone lac (da lactose, lattosio).

= Quando E. coli vie a contatto col
lattosio, tutti gli enzimi necessari alla
sua demolizione vengono assemblati
contemporaneamente poiché i geni
dell'operone sono controllati tutti da
un unico interruttore, cioe l'operatore.
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Ma che cosa determina il fatto che
questo interruttore sia acceso o spento?

OPERONE
Fas

Gene  'promotore Operatore_____ Geni per futilizzo del lattosio
regolatore —

%
mRNA @J
; l —L'RNA-polimerasi
_ S Repressore non pud attaccarsi
Proteina attivo al promotore

operone lac disattivato, condizione in cui si trova quando non e presente lattosio
nell'ambiente cellulare.

La trascrizione e bloccata da una molecola chiamata repressore (in rosso), una

proteina che funziona legandosi all'operatore e impedendo all'RNA-polimerasi di
attaccarsi al promotore.

dove si origina il repressore:

= esso viene codificato da un gene, detto gene regolatore (in blu scuro), situato all'esterno
dell'operone.

= ]I gene regolatore funziona in continuazione in modo che la cellula abbia sempre una riserva
di molecole repressori.
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Successione eventi: la repressione

1- in assenza del substrato (lattosio) la proteina
repressore si legaaun tratto di DNA (gene
operatore) e bloccal’ accesso alla RNApolimeras
a gene promotoredal qualeinizialatrascrizione
del geni strutturali

RNA polymerase can't bind;
transcription blocked

Repressor bound
y to operator

' ~N & Inducer

Active repressor ¥ £ (lactose)

Letizia Dall'Osso Marisa Spada 15



Come puo un operone essere
attivato se il suo repressore e

re presente?

il " L'RANA-polimerasi
o+ si lega al promotore
mRNA % —
| ..._.r-,""- i'] g' H
. ¥ <
Proteina P e ( @ G
Repressore G o Enzimi per l'utilizzo del lattosio
Lattosio @ inattivo

= j] lattosio impedisce l'attacco del repressore lac all'operatore
legandosi al repressore e cambiandone la forma

= cosl modificato, il repressore non puo piu legarsi
all'operatore e questo interruttore rimane «acceso».

= L'RNA-polimerasi puo quindi legarsi al promotore e
cominciare a scorrere lungo i geni dell'operone.
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] 'operone lac e solo uno dei tipi di operoni presenti
nei batteri; anche gli altri operoni hanno un
promotore, un operatore e diversi geni adiacenti, ma
possono differire per il modo in cui viene controllato
I'operatore.

= In generale gli operoni dei batteri si
dividono in:
= INDUCIBILI = operoni in genere non funzionanti

ma che possono venire attivati da un induttore
(OPERONE LAC)

= REPRIMIBILI=> operoni generalmente espressi ma
che possono venire bloccati dalla presenza di un
repressore (OPERONE TRP)
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I'operone trp

e controllato da un repressore che e inattivo quando si trova
da solo; per essere attivo, questo tipo di repressore deve
combinarsi con una piccola molecola specifica

questa molecola e il triptofano, un amminoacido essenziale
per la sintesi proteica.

E. coli puo produrre autonomamente il triptofano ma, quando
e possibile, smette di sintetizzarlo e lo assorbe dall'ambiente
circostante.

Quando in E. coli c'é una grande quantita di triptofano, un
composto presente in alimenti come il latte e la carne di
pollo, questo amminoacido si lega al repressore dell'operone
trp che, cosi attivato, sara in grado di «spegnere» l'operone; in
tal modo, questo tipo di operone consente ai batteri di
interrompere la produzione di certe molecole essenziali nel
caso in cui siano gia presenti nell'ambiente, facendo
risparmiare alla cellula materiali ed energia.
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Un terzo tipo di operone usa gli
attivatori, proteine che attivano gli
operoni legandosi al DNA.

= Queste proteine agiscono rendendo in qualche
modo piu facile per 'RNA-polimerasi il legame con
il promotore, invece che bloccare 'RNA-polimerasi,
come fanno i repressori. Con questa varieta di
operoni, regolati da repressori e da induttori, E. coli
e gli altri procarioti possono sopravvivere in
ambienti anche molto mutevoli.
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Espressione genica negli
eucarioti

= Je cellule eucariote sono molto piu
complesse di quelle procariote, possiedono
organuli, come i mitocondri e il reticolo
endoplasmatico, che sono specializzati
nello svolgimento di particolari funzioni.

" Laregolazione di queste funzioni richiede
una complessa rete di controlli genici.

Letizia Dall'Osso Marisa Spada
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[1 controllo della funzione
genica negli eucarioti
pluricellulari.

= Durante le ripetute divisioni cellulari che portano
uno zigote a diventare un organismo pluricellulare,
le singole cellule si differenziano- danno origine ai
vari tessuti.

= ]] differenziamento cellulare richiede sistemi di
controllo genico piu complessi di quelli necessari
agli organismi unicellulari.
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Differenziazione cellulare

Queste fotografie al microscopio ottico
mostrano quattro differenti tipi di cellule
umane. Ogni campione e stato colorato
con sostanze che evidenziano i dettagli
strutturali delle cellule; tutte e quattro le
fotografie sono state scattate con lo
stesso ingrandimento (750x).



A
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= il .
= brevi segmenti di " e
cellule muscolari, le o= perinr - o g

quali costituiscono
fibre molto lunghe
dotate di piu nuclei
(che qui appaiono . '
come bastoncini -y o - - .
scuri). Le strisce — S
orizzontali sono

dovute alla *nn
particolare =
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disposizione delle
proteine che con-
sentono alla cellula
di contrarsi.
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2

cellula nervosa, il
cui nucleo
corrisponde al
cerchio arancione
piu chiaro;

la macchia scura
nel nucleo e il
nucleolo.

La cellula ha tre
lunghe appendici
che trasmettono i
segnali nervosi
da una parte
all'altra del
COIPO.




LClZia Dadll UdSU  IvidlIda opaua

alcuni _
spermatozoi;

i loro lunghi
flagelli
forniscono la
spinta
necessaria
per
percorrere il
dotto
riproduttivo
femminile e
raggiungere
la cellula
uovo.
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4

= un globulo bianco (con il
nucleo suddiviso in tre parti e
colorato di scuro) circondato
da globuli rossi.

= La particolare forma discoidale
e le piccole dimensioni
consentono ai globuli rossi di
passare lungo i vasi sanguigni
e trasportare le molecole di
ossigeno. I globuli rossi dei
mammiferi sono privi di nuclei
e di altri organuli avendoli
persi durante il
differenziamento: grazie alla
maggiore disponibilita di
spazio, l'interno di un globulo
rosso maturo puo essere
completamente riempito di
molecole di emoglobina.
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In che modo le cellule si
differenziano formando tessuti e
organi specializzati per costituire

un organismo pluricellulare?

Mediante il controllo
dell'espressione genica.

alcuni esempi di controllo
genico.



lo zigote ha una serie completa di geni
indispensabile per poter formare tutti i
tipi di cellule specializzate di cui
necessita un organismo. Che cosa
accade a questi geni quando una cellula
inizia a differenziarsi?

Un modo per risolvere tali questioni e,
per esempio, sostituire il nucleo di una
cellula uovo o di uno zigote con un
nucleo preso da una cellula differenziata



Se, durante il differenziamento, i geni sono andati

persi e si sono disattivati in modo irreversibile, il

nucleo trapiantato non sara in grado di dirigere lo
sviluppo di un embrione normale..

I primi
esperimenti nei
trapianti di
nuclei furono
condotti negli
anni Cinquanta
dagli embriologi
americani
Robert Briggs e
Thomas King.

Girino
(larva di rana)

Cellula/c;\ .
uovo ~— &
"T-\_
dirana\__ B ;
(\ Il nucleo rm” Cellula
= /I viene distrutto I intestinale

uv

S o

N

)" Nucleo

@ Trapianto
del nucleo
L Embrione
Ju a oito cellule
@ Girino
_——/_—_—

Letizia Dall'Osso Marisa Spada 29



Una questione

Se tutte le cellule differenziate di un certo
organismo (per esempio, una carota)
contenessero gli stessi geni e se tutti i geni
avessero la stessa potenzialita di essere espressi,
in che modo le cellule potrebbero specializzarsi?



La principale differenza esistente ira le varie
cellule di un organismo e dovuta
all'espressione selettiva dei geni.

= A mano a mano che un embrione in via di
sviluppo va incontro a successive divisioni
cellulari, devono essere attivati geni differenti in
cellule diverse e in tempi differenti.

= Gruppi di cellule seguono percorsi di sviluppo
divergenti, e ciascun gruppo si sviluppa in un
particolare tipo di tessuto.

= Alla fine, in un organismo maturo ogni tipo di
cellula (nervosa o muscolare, per esempio) ha
una sua specifica serie di geni attivati.
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Radice di una pianta
di carota

Cellule radicali
eqltiva_ta in una soluzione
nutritiva Germeoglio

Le cellule si dividono
nel terreno di coltura

Singola cellula

—F T
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Cellula Celluladiunalente Cellula
del pancreas dell'occhio nervosa
(in un embrione)

Geni per
gli enzimi
della glicolisi

Gene per
la proteina D
del cristallino
Gene per =
I'insulina I

Gene per
I'emoglobina
Gene Gene
attivo inattivo

Letizia Dall'Osso Marisa Spada 33




PER CAPIRE ALMENO IN PARTE LA
REGOLAZIONE DELLA ESPRESSIONE GENICA
DEGLI EUCARIOTI BISOGNA STUDIARE COME
SONO ORGANIZZATI I CROMOSOMI
in che modo il DNA e ripiegato all'interno di
una cellula eucariote

= In rapporto alle sue dimensioni, un cromosoma
eucariote contiene un'enorme quantita di DNA
sotto forma di un'unica molecola migliaia di volte
piu lunga del diametro (5 pm) di un normale nucleo
cellulare. Se srotolato, il DNA complessivo dei 46
cromosomi di una cellula umana rag-giungerebbe i
3 metri di lunghezza
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sistema di avvolgimenti e ripiegamenti
del filamento di DNA di ogni
Cromosoma

= Tale sistema prevede piu livelli di
complessita

" ¢ caratterizzato dal fatto che il DNA e
associato a piccole e speciali proteine
chiamate istoni, presenti solo nelle
cellule eucariote

Letizia Dall'Osso Marisa Spada
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Una molecola di DNA si associa J

a gruppi di istoni, dando origine
a un elevato numero di nucleosomi.

Il rocchetto istanico & costituito
da otto molecole omonime

Istone H1

DNA

| nucleosomi provwvedono
alla progressiva
spiralizzazione del DNA,
fino a dare origine a
filarnenti di cromatina
condensata

e superavvolta.

Le spirali di DNA si
ripiegano a formare anse

WEE o

Le anse, a loro volta, si
spiralizzano ulteriormente
a farmare il cromosoma.

700 nm
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Funzione della spiralizzazione
del DNA

" una prima grossolana regolazione genica
negli eucarioti E dovuta alla spiralizzazione
e despiralizzazione del DNA

= Dove il DNA e piu spiralizzato
(eterocromatina) 'RNApolimerasi non riesce
a prendere contatto, non c’e trascrizione e
non si ha I'espressione genica

= Dove il DNA e meno spiralizzato
(eucromatina) - collana di perle- si ha la
trascrizione
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Le porzioni di eucromatina e
eterocromatina variano da un

tipo di cellula all’altro dello
stesso individuo

= Cellule diverse sintetizzano proteine
diverse

= Durante lo sviluppo embrionale cambiano le
zone di eu- ed eterocromat.-»> regolazione
dello sviluppo per cambiamento dei geni
espressi
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= Non e ancora ben chiaro,
tranne che in pochi casi
particolari, il modo in cui
questa disposizione del
DNA condizioni
I'espressione genica. Uno di
questi casi e la
disattivazione del
cromosoma X che si
osserva nelle femmine dei
mammiferi

Un noto esempio di effetto fenotipico
dovuto alla disattivazione del
cromosoma X e rappresentato dai
gatti calicot, riconoscibili per il pelo a
macchie arancio e nere (figura B). Il
gene calicot si trova sul cromosoma
X e il fenotipo calicot richiede la
presenza di due differenti alleli, uno
per il colore del pelo arancione e uno
per quello non arancione, che risul-ta
nero. Se una femmina e eterozigote
per il gene calicot, al-lora é un gatto
calicot: le macchie arancioni sono
formate da gruppi di cellule in cui e
attivo il cromosoma X con 1'allele
arancione, mentre le macchie nere
sono composte da cellule in cui e
attivo il cromosoma X con l'allele non
arancione.
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per gli eucarioti, cosl come per 1 procarioti e
molto importante il controllo dell'espressione
genica durante la trascrizione : regolazione

flne | puff corrispondono a regioni di
C e : intensa sintesi di RNA (trascrizione)
= ] primi risultati sul e sono il segnale visibile
controllo della trascrizione dell'attivazione e disattivazione di
ci sono stati fOI‘Iliti da specifici geni durante lo sviluppo
alcune specie di moscerini, ______Repliche di DNA
tra cui D. melanogaster; ' e

" un motivo per cul questi
insetti sono risultati cosi
utili e che alcune cellule
delle loro larve, per esempio 2 2
le cellule delle ghiandole L
salivari, contengono o T el
Cromosomi giganti. In certi stadi dello sviluppo

della mosca, il DNA forma
dei rigonfiamenti in alcuni
punti del cromosoma,
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gli eucarioti e | procarioti regolano la trascrizione In
maniera fondamentalmente simile

entrambi, infatti, usano proteine di regolazione che
si legano al DNA

Tuttavia, negli eucarioti le proteine di regolazioni
sono molto piu numerose e le interazioni tra
gueste proteine sono piu complesse



= Robert Tjian e suoi
collaboratori hanno
wrees individuato i
0 0000000000000 1 principali elementi
che compongono il
sistema di contro lo

eucariote.

il loro modello e
RNA-polimerasi ,é\'l%n Come una
complessa rete di
_~ proteine di
997 regolazione che

[ Induttori

Fattori di
trascrizione

~‘:{:{;{T . S . .
¥ S DO000 interagiscono col

Hiptegamenméﬁgﬁj ) DNA e tra IQI‘O per
B =y attivare o disattivare
= Trascrizione 1 genl
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Un terzo livello di regolazione si ha
nella modifica del mRNA trascritto

= ]e cellule eucariote non solo localizzano la
trascrizione all'interno del nucleo, ma
modificano anche le molecole di RNA
trascritte prima che passino nel citoplasma
per essere tradotte dai ribosomi.

* La modifica del mRNA dopo la trascrizione
e resa possibile dal fatto che, negli
eucarioti, le sequenze di DNA che
codificano per gli amminoacidi sono di
solito interrotte da segmenti non codificanti
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splicing (o saldatura) dell' RNA

Moltissimi geni di piante e animali
possiedono in effetti lunghe
regioni interne non codificanti, che
sono chiamate introni. Le regioni
codificanti, ossia le porzioni del
gene che vengono espresse, Sono
dette esoni.

sia gli esoni sia gli introni del DNA
sono trascritti in RNA ma, prima
che I'RNA esca dal nucleo, gli
introni vengono rimossi e gli esoni
si uniscono tra loro per produrre
una molecola di mRNA con una
sequenza continua codificante.
Questo processo e chiamato
splicing (o saldatura) dell'RNA

Esone Introne Esone Introne  Esone
i Y y 3 i, 3 Y
DNA i) ) ) j—
l Trascrizione
Trascritto |_|_| 1 | _ B a5y
di BNA
l Gli introni sono rimossi
T, G| e
I"-.,h_/: \__\H'__/.}
l Gli esoni si saldano tra loro
mRNA [ 1]

Sequenza codificante

l NUCLEO

CITOPLASMA
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Qual e la funzione biologica
degli introni?

= A questa domanda non siamo ancora
in grado di rispondere in maniera
esauriente, ma e gia noto che, grazie
agli introni, I'espressione genica puo
essere regolata in vari modi.

= [a presenza di introni allunga il DNA,
aumentando cosi il numero di siti in

cul puo avvenire il crossing-over tra
due alleli di un gene

Letizia Dall'Osso Marisa Spada
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Splicing alternativo

= In alcuni casi una cellula puo svolgere
lo splicing in maniera differente e
generare cosl diverse molecole di
MRNA a partire dallo stesso trascritto
originario—~> splicing alternativo -
polipeptidi diversi dallo stesso gene
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I1 moscerino della frutta fornisce un
interessante esempio di splicing dell'RNA.

" In questi insetti le differenze tra maschio e
femmina sono controllate da due gruppi di
proteine di regolazione: un gruppo
determina il sesso maschile e ]'altro il sesso
femminile.

" ] due gruppi di proteine sono codificati
dallo stesso gruppo di geni e le differenze
di sesso sono in gran parte dovute alle
diverse modalita di splicing dell'RNA.
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[1 cappuccio e la coda

Prima di lasciare il nucleo,
oltre allo splicing le
molecole di mRNA eucariote
vanno incontro ad altre
modifiche;

alle due estremita delle
molecole vengono aggiunti
altri nucleotidi che formano
un piccolo cappuccio e una
lunga coda.

Il cappuccio e la coda
proteggono 'mRNA
dall'attacco degli enzimi
cellulari e aiutano i ribosomi
a riconoscerlo.

nucleus

AAAAAAAAA

mRNA for transport

AAAAAAAAA

cytosol
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DNA despiralizzato

[ mRNA nel cioplasmal CITOPLASMA N
Altri cambiamenti nel DNA
Demolizione dellmRNA P
[
PPN
- - Traduzione demolito
\ J
ol
Gene [ Polipeptide |
Trascrizione '
Taglio / Modifica / Attivazione
Esone
r
L I U,\r A VIR ¥
Introne
" Demolizione
Splicing delle proteine l
. . Proteine
demolite
Aggiunta del «cappuccio»
e della «coda»
¥ «Coda»
A—f =
«Cappuccio» —

NUCLEO
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Anche la traduzione e le ultime fasi
dell’espressione genica sono
soggette a regolazione

= Nel citoplasma vi sono proteine che
regolano l'inizio della traduzione (ad es. i g.
rossi hanno una prot. inibitrice che blocca
la traduzione in emoglobina se c’e carenza
di ferro)

= (Gli mRNA nel citoplasma hanno un loro
tempo di sopravvivenza, poi vengono
degradati da enzimi specifici=> questo
condiziona la quantita di proteine
assemblate
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" e proteine sintetizzate spesso sono
inattive e per divenire funzionali
devono venire modificate: la quantita
di proteine attivate e variabile

= Un ultimo meccanismo di controllo e
la demolizione delle proteine: una
cellula modifica la quantita di proteine
in risposta a cambiamenti
dell’ambiente
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