Vincenzo Boccardi - Le grandi idee della biologia: un percorso sui nuclei fondanti della disciplina centrato sul concetto di regolazione

«Le strutture cromosomiche sono

codice di legge e potere esecutivo, o, °
per usare un’altra metafora, sono il ez I O n e
progetto dell’architetto e insieme

abili costruttori».
Erwin Schrodinger

La regolazione a
livello genetico




La definizione di essere vivente di
Pietro Omodeo

“Un essere vivente e un sistema cellulare
aperto, autoriproducibile, attraversato da
flussi autoregol%di materia, di energia e Hi]
informazione [che ne consentono la crescita, i
lo sviluppo e la|conservazione dello stato| ;"%
|stazionario. |Per queste loro caratteristiche le &
popolazioni dei viventi sono in grado di
evolversi nel tempo adeguandosi alle
mutevoli condizioni ambientali”.




Continuita nell'organizzazione della materia

BIOSFERA
(la Terra)

BIOMA (la macchia
mediterranea)

ECOSISTEMA

(la foresta del Circeo)

COMUNITA BIOTICA
(tutti gli organismi della foresta)

POPOLAZIONE
(tutti i cinghiali della foresta )

ORGANISMO
(un cinghiale)

APPARATI E SISTEMI
(apparato digerente)

ORGANI
(stomaco)

TESSUTI

(tessuto muscolare)

CELLULE
(un globulo bianco)

MOLECOLE

(acqua)

ATOMI
(idrogeno)

ASTABILITA, RICHIESTA DI ENERGIA,

AUMENTO DI: DIMENg
NUMERI DI INFORI\

PARTICELLE SUBATOMICHE
(protoni, neutroni, elettroni)

A quale livello di
organizzazione Ci
situiamo?

NOI SIAMO QUI



Accendiamo e spegnhiamo i geni

Il flusso di informazioni che dal genotipo (DNA) si svolge
verso il fenotipo (proteine) e sottoposto a regolazione

1. La regolazione nei procarioti
PROCARIOT!




Loperone lac

gene Promotore gperatore geni strutturali

regolatore | |
i P z y a

operone del lattosio

A Figura 27 - Schema dell’'operone del lattosio.
L'operone del lattosio é costituito da una serie di 3 geni
strutturali (indicati con z, y e a) e da due siti di controllo: P
(promotore), per I'RNA polimerasi, e O (operatore), per la
molecola del repressore. E presente poi un gene regolato-
re che codifica per il repressore e che puo essere situato
anche in un sito diverso da quello dell’operone (negli eu-
carioti anche su di un altro cromosoma).



Loperone lac REGOLAZIONE

POSITIVA
RNA polimerasi
gene regolatore \.. sitidicontrollo
N\ L)/
3' i p b4 y a I 5'
| \
\ il repressore si lega all'operatore
A A '] P g P
mRNA / impedendo la trascrizione dei geni strutturali (z,y,a)
| ’
\ 7 : .
A / Il gene @ normalmente «spento» ed il

repressore attivo repressore e normalmente attivo



Loperone lac REGOLAZIONE
POSITIVA

RNA polimerasi
gene regolatore

Il lattosio agisce da ! l

induttore inattivando NAAS

, mRNA mRNA/ac

il repressore ed | | | |

«accendendo» il gene \ \ \ \
A p-galattosidasi permeasi transacetilasi

induttore lattosio

\‘ repressore inattivo



Qual e l'effetto dell’induttore?
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Loperone trp REGOLAZIONE

RNA polimerasi NEGATIVA

gene operatore attivo
regolatore

inattivo mRNA

Il gene & normalmente \ \ \
«acceso» ed il repressore A~ A A~

e normalmente inattivo proteine a b c



L'operone trp REGOLAZIONE

NEGATIVA
/ RNA polimerasi
gene A~
regolatore .~ operatore represso
3 i z y
| )

4 : :
repressore o Il triptofano agisce da
ks corepressore

corepressore attivando il repressore

(triptofano) e «spegnendo» il gene



La regolazione negativa

TRIPTOFANO
O
74 I OH
N NHo»
H
: Che azione svolge il
EB socrative corepressore?



Il modello dell’'operone trp

Costruisci un modello in legno
dell'operone trp. Nel modellino, una
pallina scivola lungo un piano
Inclinato, simboleggiando |'enzima
RNA polimerasi che effettua Ia
trascrizione. Essa comincia il suo
percorso dal sito promotore, per
poi passare all’operatore ed ai geni
strutturali. Una seconda pallina

(repressore) puo egarsi
all’'operatore, bloccando la
trascrizione. Il repressore e

normalmente inattivo, cioe incapace
di legarsi all'operatore, per cui i geni
vengono trascritti. LUazione di una
seconda molecola (un piccolo pezzo
di legno che si incastra sia nella

pallina repressore che
nell’operatore, agendo da
corepressore), consente al

repressore di legarsi all'operatore,
“spegnendo” il gene.

LABORATORIO

promotore

operatore

geni strutturali

repressore
(attivo)

RNA polimerasi

repressore
(inattivo)

COrepressore
(triptofano)




Il modello dell’'operone trp

P e

U RNA polimerasi

Il repressore e
inattivo: 1 geni
strutturali sono
trascritti

LABORATORIO

incavo ~
: f repressore
5 (inattivo)

% geni s.tmttwé!i |




Il modello dell’'operone trp

O RNA polimerasi

] repressore

e

attivo: la trascrizione

e bloccata

LABORATORIO

@01 -9

repressore
(attivo)

geni strutturali




Accendiamo e speghiamo i geni

2. La regolazione negli eucarioti




La regolazione negli eucarioti

Anche negli eucarioti 'espressione genica e re-
golata da proteine specifiche. Pare pero che negli
organismi pluricellulari diverse proteine, alcune con
azione attivante, altre con azione disattivante, in-
fluenzino contemporaneamente il processo di tra-
scrizione di un gene. Alcuni di questi regolatori po-
trebbero essere implicati nel processo di sviluppo
delle cellule cancerose.

1. La regolazione della trascrizione

a) Gli enhancers



GLI ENHANCERS E LA
REGOLAZIONE DEL-
LA TRASCRIZIONE

Gli enhancers sono corte
regioni del DNA che svol-
gono il ruolo di promuove-
re la trascrizione dei geni
attraverso |'associazione
con diverse proteine, tra
cui diversi fattori coinvolti
nell'avvio della trascrizione
stessa. Essi aumentano no-
tevolmente (fino a 200 vol-
te) la frequenza di trascri-
zione del gene che
controllano. Altre sequen-
ze di DNA agiscono invece
inibendo |'avvio della tra-
scrizione e sono dette si-
lencers.

Generalmente in assenza
di enhancers la trascrizione

di un gene da parte della
RNA polimerasi avviene a
livelli molto bassi. Il compi-
to di legare I'RNA polime-
rasi & svolto da particolari
siti del DNA detti promo-
tori. Negli eucarioti essi so-
no costituiti da almeno tre
regioni differenti, una del-
le quali contiene la se-
quenza TATA, situata 25-30
nucleotidi a monte del
punto di inizio della tra-
scrizione, che viene ricono-
sciuta dall’enzima RNA po-
limerasi Il (I'enzima che
forma I'mRNA). Tale se-
quenza é detta sequenza
di consenso o TATA-box
La trascrizione richiede an
che la presenza di divers¢
proteine, dette fattori d
trascrizione generali (GTF)

che facilitano il legame
dell’enzima con il promo-
tore e che insieme alla
RNA polimerasi formano il
complesso di trascrizione

A Figura 18 - Formazione del
complesso di trascrizione. Per I'i-
nizio della trascrizione da parte
dell’/RNA polimerasi Il sono indi-
spensabili i fattori di trascrizione
A B, D, E ed F. Essi si associano
in tappe successive in modo da

formare il complesso di trascri-
zione attivo: per prima cosa il
fattore D si lega alla sequenza
TATA e poi si uniscono tutti gli
altri. La freccia indica il punto di
inizio della trascrizione.



In presenza di un enhancer
I'interazione tra fattori di
trascrizione legati al-
I'enhancer e fattori di tra-
scrizione legati al promo-
tore stimola fortemente la
trascrizione. Gli enhancers
non agiscono direttamente
sul promotore, ma, dopo
aver legato alcuni fattori
di trascrizione specifici, in-
teragiscono con il comples-
so di trascrizione, facilitan-
done l|'assemblaggio e
aumentandone la stabilita,
migliorando cosi l'efficacia
dei promotori nel legare la
RNA polimerasi Il e nel da-
re inizio alla trascrizione
(Figura 19).

Gli enhancers

enhancer
anello di DNA

fattori di

trascrizion
specifici
&

TATA

A Figura 19 - Interazione degli enhancers con il complesso di trascri-
zione. Quando un enhancer é collocato lontano dal sito promotore
agisce mediante fattori di trascrizione specifici (in verde) che si colle-
gano al complesso di trascrizione per mezzo di una proteina mediatri-
ce (in arancione). Gli enhancers, i fattori di trascrizione specifici, la
proteina mediatrice, 'RNA polimerasi Il (in viola) e i fattori di trascri-
zione generali agiscono in modo coordinato e cooperativo con il risul-
tato di aumentare la stabilita del complesso di trascrizione e di stimo-
lare la trascrizione del gene.




Gli enhancers non devono
necessariamente essere vi-
cini ai promotori: & possibi-
le infatti trovarli anche a
diverse centinaia di mi-
gliaia di paia di basi di di-
stanza a valle o a monte

de_l sito d'in_izio della tra-
scrizione e, in qualche ca-

so, addirittura all’'interno
di un introne (Figura 20).

Gli enhancers

a) Mwemcosﬁmlata
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<q Figura 20 - Localizzazione
degli enhancers. In assenza di
enhancer, la trascrizione del
gene avviene a livelli molto
bassi (a). L'aggiunta di un
enhancer (E) stimola la trascri-
zione. L'enhancer attiva non
solo immediatamente a valle
del promotore (b), ma anche a
grande distanza sia a monte (c)
sia a valle (d).



La regolazione negli eucarioti

2. La modulazione dell’attivita dei geni a livello post-
trascrizionale

a) GIli RNA antisenso

b) Linterferenza dell’RNA
c) | micro RNA

d) |riboswitch



L'RNA antisenso e
una molecola di
RNA con una
sequenza comple-
mentare a quella di
un mMRNA. LRNA
antisenso, appa-
landosi con il
corrispettivo mRNA,
puo impedirne la
traduzione e quindi
I'espressione del
gene

Gli RNA antisenso

gene

mRNA AVAVAVAVAVAVYS

traduziope

RNA antisenso MN\/\/\

gene
antisenso

A Figura 30 - Meccanismo di azione dell’/RNA antisenso. L'ibridazione dell'RNA antisenso con I'mRNA non
permette la traduzione e di conseguenza non si forma la proteina.



L'interferenza dell’lRNA

L'enzima Dicer

Con il termine RNA.i si intende
una particolare classe di RNA
non codificanti che si formano
per trascrizione di entrambi i
filamenti del DNA (trascrizio-
ne simmetrica): si genera cosi
una lunga molecola di RNA a
doppio filamento la quale vie-
ne successivamente tagliatain
vari punti da una RNAsi (Dicer)
generando una popolazione
attiva di piccole molecole a
doppia elica di RNA, della lun-
ghezza di circa 21-25 nucleoti-
di, dette siRNA (small interfe-
ring RNA). Uno dei loro due
filamenti viene scelto e incor-
porato in un complesso ribo-
nucleoproteico detto RISK
(RNA Induced Silencing Com-
plex).



'interferenza
dell’RNA

Il filamento di RNA in-
corporato nel complesso ribo-
nucleoproteico € in grado di
riconoscere I'mRNA bersaglio
appaiandosi perfettamente
alla sua sequenza di basi e de-
terminandone la degradazio-
ne (silenziamento genico).
L'RNAI interferisce solo con
molecole di acido nucleico gia
trascritte, e non direttamente
con il DNA, per cui essa po-
trebbe avere interessanti svi-
luppi nel campo della terapia

genica in quanto non solleve-
rebbe dubbi etici.

00T ¢

RISC
RNA Induced Silencing Complex

Nuclease complex of proteins
which binds the siRNA.

|

RISC-siRNA Complex

Antisense strand is kept allowing
for mRNA target binding.

Target mRNA Sequence Recognition
The antisense strand
guides the RISC-sSiRNA
complex to the

l Target Cleavage complementary target
mMRNA.

/1 > ! £ LN
W \W\MM Degraded mRNA

AAAA




| micro RNA

| microRNA

| microRNA (miRNA) sono
una classe di molecole di
RNA non codificanti della
lunghezza di 19-25 nucleoti-
di contenuti nel genoma di

molti organismi. | loro pre-
cursori (pri-miRNA) sono piu
lunghi e sono successiva-
mente tagliati da una RNAsi
(Drosha) producendo mole-
cole piu piccole (pre-miRNA).
Quest'ultime vengono tra-
sportate fuori dal nucleo e
nel citosol vengono proces-
sate da una seconda RNAsi
(Dicer) che produce i miRNA
maturi a doppio filamento.
Anche qui uno dei loro due
filamenti viene scelto e in-
corporato in un complesso
ribonucleoproteico diven-
tando cosi in grado di ri-
conoscere I'mRNA bersaglio
e provocando un blocco del-
la traduzione (Figura 31 a
destra). Quasi sempre |'ap-
paiamento tra le basi del



miRNA e quelle dell'mRNA
bersaglio non é perfetto,
poiché la sequenza di basi
delle due molecole non sono
perfettamente complemen-
tari tra loro.

| miRNA possono avere sul-
I'mRNA bersaglio anche un
effetto destabilizzante, di-
minuendone la vita media e
favorendone la degradazio-

| micro RNA

ne (Figura 31 a sinistra).

| microRNA possono essere
organizzati nel genoma in
diversi modi:

e possono trovarsi raggruppa-
ti in particolari regione geno-
miche (cluster) ed essere tra-
scritti tuttiinsieme inun’unica
molecola di RNA che successi-
vamente viene tagliata in di-
verse molecole di microRNA;

e possono trovarsi sparsi sin-
golarmente nel genoma in
regioni intergeniche e all'in-
terno di introni e di esoni.
Un caso particolare é quello
dei miRNA generati dagli in-
troni di geni attivamente
trascritti: in tal caso dopo lo
splicing gli introni sono rici-
clati e usati come repressori
dell'mRNA da cui derivano.



| micro RNA

miRNA maturo

00000000(— — =) —» =l NN\/N
gene cellulare < CE

Drosha Dicer
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degradazione del’'mRNA inibizione della traduzione

A Figura 31 - Meccanismo di azione dei microRNA. La traduzione di un gene porta alla formazione di un
microRNA primario (Pri-miRNA). Successivamente I’enzima nucleare Drosha riduce il microRNA primario in
una forma piu piccola di circa 70 nucleotidi detta pre-microRNA, che dal nucleo migra nel citoplasma. Qui I'in-
tervento di un secondo enzima (Dicer) porta alla formazione del microRNA maturo a doppia elica. Nel cito-
plasma uno dei suoi filamenti viene assemblato in un complesso ribonucleoproteico (miRNP) divenendo cosi
in grado di riconoscere I'mRNA bersaglio. L'effetto finale é un blocco della traduzione (a destra) o la destabi-
lizzazione del messaggero (a sinistra).



| riboswitch

| riboswitch sono parti di una
molecola di mRNA che posso-
no legare direttamente una
piccola molecola segnale con
il risultato di modificare la lo-
ro forma.Essi sono infatti ca-

R

RMA riboswitch

On

| riboswitch

paci di assumere due confor-
mazioni che, proprio come un
interruttore, possono scattare
(to switch) dall'una all'altra:
solo una delle due conforma-
zioni consente la sintesi della
proteina codificata dall'mR-

NA. Un mRNA che contiene
un riboswitch & quindi diret-
tamente coinvolto nellarego-
lazione della propria attivita. |
riboswitch possono regolare
sia la|trascrizione |(Figura 32)
sia I traduzione [Figura 33).

REBS hidden

FRNA nboswilch

Off



| riboswitch

Regolazione della
trascrizione

trascrizione

—
UUUUU e

gambo anti terminazione

gambo terminatore

nessuna trascrizione

Uuuuu *’

A Figura 32 - Regolazione della trascrizione da
parte di un riboswitch. Quando la molecola segnale
non é disponibile, la trascrizione del gene a valle é
consentita a causa della formazione nell’'mRNA di un
gambo anti-terminazione (in alto) Quando la mole-
cola segnale si lega al’'mRNA, quest’ultimo cambia
conformazione, formando un gambo terminatore
che destabilizza il legame DNA-RNA determinando il
rilascio dell'RNA e I'arresto della trascrizione.

molecolaQ
segnale
@)

5l



| riboswitch

Regolazione della
traduzione

traduzione

>
5l

molecola 0
segnale

nessuna traduzione

—

5l

A Figura 33 - Regolazione della traduzione da
parte di un riboswitch. In assenza della molecola
segnale, un ribosoma si lega al sito di legame per il
ribosoma (sito RBS) dell’'mRNA e ha inizio la tradu-
Zione. Quando é presente la molecola segnale, essa
si lega all’'mRNA e il sito RBS viene sequestrato e
non puo piu essere riconosciuto dal ribosoma. La
traduzione si blocca.



La regolazione a livello della trascrizione a
livello post-trascrizionale

{33 socrative

Che cosa sono gli enhancers?

Come agiscono i riboswitch?
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nucleo \
della cellula

di girino contenuto
in una pipetta

I prelievo di una
cellula intestinale
di ginno

asportazione del suo
nucleo

\ .
"% | trapianto del nucleo

\_/ dellacellula di girino
nell’'uovo di rana enucleato

_—
prelievo di un uovo
daunaranae

sviluppo di una rana
con le caratteristiche
del girino che ha
donato il nucleo

L'esperimento di Gurdon

A Figura 34 - Con i suoi esperimenti Gurdon dimostro
che il nucleo della cellula intestinale di girino contiene tut-
te le informazioni necessarie per costruire un intero orga-
nismo; cio significa che I'inattivazione dei geni che si veri-
fica durante lo sviluppo embrionale non é definitiva.



Eterocromatina ed eucromatina

<4 Figura 35

Differenza tra eterocroma-
tina ed eucromatina nei
cromosomi giganti di Dro-
sophila. La colorazione
consente di distinguere I'e-
terocromatina, piu stretta-
mente condensata e inatti-
va, dall’eucromatina, meno
condensata e quindi attiva.




L'epigenetica

EPIGENETIGA

Ovvero quelloche
fai resta scritto
nel tuo DNA!

L'epigenetica si occupa dello studio di tutte quelle
modificazioni ereditabili che portano a variazioni
dell'espressione genica senza pero alterare la sequenza
del DNA, quindi senza provocare modificazioni nella
sequenza dei nucleotidi che lo compongono.



Le modificazioni epigenetiche

Le modificazioni epigenetiche:

possono avere luogo in risposta a stimoli ambientali esterni che
riguardano l'ambiente che ci circonda, il nostro stile di vita (compresa
I'alimentazione) e il nostro stato di salute.

sono reversibili.

sono ereditarie, possono infatti essere trasmesse da una cellula all'altra,
INn risposta a nuovi stimoli esterni possano subire ulteriori cambiamenti
nel tempo.

possono avvenire a livello embrionale ma anche dopo la nascita, In
diverse fasi della vita.



Cromosoma

Segnali
epigenetici

Cromatina

Istone
Coda dell’lstone

* Acetilazione degli
istoni: 'lia si che la Metilazione (fattore epigenetico)
cromatina assuma Q DNA incoessiiile
una conformazione : " (gene inattivo)
piu rilassata,
consentendo la
trascrizione.

e Metilazione del
DNA: riduce la
trascrizione.

Acetilazione (fattore epigenetico)

DNA Accessibile
(gene attivo)




AMBIENTE E GENI
SI INFLUENZANO
A VICENDA

 L'ambiente puo modificare | 'espressione genica per
periodi molto lunghi.

 Le modificazioni epigenetiche che si verificano durante
a vita embrionale possono avere delle ricadute nelle
eta piu avanzate o addirittura nelle generazioni
successive




L'epigenetica

{33 socrative

Quali sono le caratteristiche delle modificazioni epigenetiche?



Una seconda conclusione

Anche a livello genetico sono presenti diversi
meccanismi che regolano la trascrizione e traduzione
dei geni.
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