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ACCOPPIAMENTO DELLE BASI

IN BASE Al LEGAMI A IDROGENO

sugar
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ULTERIORI STRUTTURE DEL DNA: FORMA B

Cristallografia e costruzione di
modelli (Conferenza Cold Spring
Harbor Laboratory 1953)
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Esempi di doppia elica di DNA A?

Negli ibridi DNA:RNA, nel ds RNA e
in alcuni complessi DNA:proteine




Inoltre le basi sono anche inclinate rispetto
all'asse della doppia elica (angolo di TILT)







Nella doppia elica vi € un’inclinazione
delle basi lungo I'asse maggiore del
piano su cui giacciono (propeller
twist)

Copyright © 2004 Pearson Education, Inc., publishing as Benjamin Cummings




DNA Z

Scoperta del 1979.

Alexander Rich e colleghi (MIT)

Analisi di diffrazione ai raggi X di cristalli
di un corto DNA ricco in CG in condizioni
di alta salinita:
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5- CGCGCG — 3 _
3- GCGCGC - 5 =

| dati erano compatibili con una struttura ( a
sinistrorsa detta Z a causa del pattern a : OPP
zig-zag dei gruppi fosfato. A i

.
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doppia elica sinistrorsa .
In bassi sali forma DNA B




Confronto fra le 3§ forme di DNAA,BeZ

Kinemage 1

Z form

Ciascuna struttura rappresentata e formata da 36 coppie di basi.




DUPLICAZIONE DEL DNA

In piu punti Legami H rotti da enzima
dell’elica ELICASI

A

(Bolle di duplicazione)
Forcella di duplicazione

Y

DNA
POLIMERASI

Duplicazione elica con intervento di un Primer




lagging-strand -
template

Elica copiata a pezzi

FRAMMENTI
DI OKAZAKI

template

Elica copiata in continuo




DUPLICAZIONE DEL DNA
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SINTESI DELLE PROTEINE (TRASCRIZIONE)

RNA POLIMERASI

DNA — RNA

esone1 introne1 esone2 introne2 esoned introne3 esoned
ona T s SPLICING

l trascrizione

RNA 5
del I T Ea—— AL

trascritto
primario

splicing

membrana nuclear

citoplasma esportato nel citoplasma

5l
mRNA I AA...3'

esonel esone2 esoned esoned




STRUTTURA RNA (m-RNA)

replaces Thymine in RNA

Nitrogenous
Bases

Ribonucleic acid Deoxyribonucleic acid

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.
Talking Glossary of Genetic Terms. Available at: www.genome.gov/
Pages/Hyperion//DIR/VIP/Glossary/Illustration/ma.shtml.

Nitrogenous
Bases




L’unita di trascrizione

Verso monte » \/erso valle

Filamento
non stampo Promotore Regione codificante 'RNA

. >

5 |
DNA 3’

e L

Filamento Sito di inizio Terminatore Sito di terminazione
stampo della trascrizione della trascrizione

Trascritto di RNA 5’ 3

Il promotore € la regione del DNA che segnala:

1. quale dei due filamenti di DNA deve essere trascritto
2. qual € la direzione della trascrizione

3. qual ¢ il sito di inizio della trascrizione




| promotori dei geni di E. coli

A

Promotore

TTGACA

¥ J
Y

Sequenza
consenso
a-35

TATAAT

\ J
Y

Sequenza
consenso
a-10

+1

Sito di
inizio della
trascrizione

Trascritto di RNA 5”7

Filamento
non stampo

Filamento
stampo

\4

La sequenza consenso a -10 € detta anche Pribnow box




Differenze nella trascrizione tra procarioti ed eucarioti

a) Procarioti

b) Eucarioti

mRANA precursore

(pre-mRNA)

i

§ Processamento

- (cappuccio in 59
~ coda di poli(A) in 39
_imozione degli introni)

mRNA

Sintesi

del polipeptide

Citoplasma

Procarioti

Eucarioti

1. Un unico tipo di RNA polimerasi

2. L_'mRNA viene tradotto mentre la
trascrizione € in corso

3. 1 geni non sono interrotti

4. Gli mRNA sono spesso policistronici

1. Tre diverse RNA polimerasi

2. L'mRNA viene maturato, trasportato
nel citoplasma e poi tradotto

3. 1 geni contengono introni ed esoni

4. Gli mRNA sono monocistronici




RNA RIBOSOMIALE r-RNA

due filamenti associati a proteine: unita maggiore e minore del “Ribosoma”
accoglie il m-RNA




RNA DI TRASPORTO

HR——Amino acid

Ester bond

tRNA
molecule

Intramolecular
base-pairing

Anticodon Citoplasma
-

Amminoacido

Il complesso di inizio Una molecola di tRNA Tra i due amminoacidi Quando i1 primo tRNA

si forma quando le che porta il secondo adiacenti si forma si stacca dall'mRNA,

subunitd ribosomiali amminoacido specificato  un legame peptidico. il secondo si sposta

e la prima molecola dalla sequenza dell’'mRNA nel sito P, trascinando

di tRNA si uniscono si posiziona nel sito A 1a sua piccola catena

a livello del codone del complesso. di amminoacidi.

di inizio (AUG) di un Un terzo tRNA va quindi

filamento di mRNA. a occupare il sito A,
ora vacante, localizzato
sulla successiva
tripletta della sequenza.




Amminoacido

tRNA

== =

U C A Anticodone AU
A G U Codone U I_\

n

Seconda base del codone

UC A

Phe | Ser Tyr
Phe | Ser 'l’r

Leu | Ser StTop
Leu | Ser sStop

Pro His
Pro Hig
Pro Gin
Pro Gin
The Pan
e | The | Aen
lle The Lys
Mot | The | Lys
Val | Ala | Asp
Val Ala | nsp
Val Ala Glu
Val Ay Glu

Prima base del codone
Terza base del codone

OroCclOraocaoroc/Ornc

Tabella con i venti amminoacidi corrispondenti alle varie sequonze di codoni

TRIPLETTE DEI
CODONI
CODIFICANTI
GLIAA




APPROFONDIMENTO

Processamento del’mRNA:
aqgiunta del cappuccio all’estremita 5’
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la 7-metilguanosina e aggiunta
all’estremita 5’ del trascritto
attraverso un legame
covalente 5’-5’

Il cappuccio serve:

-a proteggere I'mRNA dalla
degradazione

-A posizionare correttamente
I’mRNA sui ribosomi




Processamento del’mRNA:
aggiunta della coda di poliA all’estremita 3’

§ |

ONA
L

Sito di inizio Sequenza Il pre-mRNA viene tagliato in una

A della trascrizione = consenso posizione da 11 a 30 nucleotidi a valle

meas Trascrizione della sequenza consenso AAUAAA,

D P Nucleotidi | nella regione non tradotta in 3.
v V- N\ 11-30
| |

.(”5.

r A X

Pré:mRNA 5’ AAUAAA k4

\ i ._J | Taglio Sito di

taglio
¢ : L'aggiunta di nucleotidi contenenti
adenina (poliadenilazione) avwviene

AAUAAA all'estremita 3" del pre-mRNA,

| generando la coda di poli(A).

Poliadenilazione /
¢ Coda di poli(A)

mRNA 5" F NN AAAAAAAAAAAAAAAAAAL 3!

Conclusione: Nel processamento del pre-mRNA viene
aggiunta una coda di poli(A) mediante taglio e poliadenilazione.

La lunghezza della coda di poliA aggiunta varia tra le 50 e le 200 adenine
La coda di poli A conferisce stabilita agli mMRNA




Esperimento
Domanda: La sequenza codificante di un gene & sempre continua?
/ "

Miscelare DNA con
Il DNA pud riappaiarsi

RNA complementare e
con il suo filamento ...0 con I'RNA,
complementare. ..

riscaldare per separare

i filamenti del primo.

sequenze complementari
si appaiano.

ﬂ Raffreddare la miscela. Le }\

)

% | Le regioni non codificanti del DNA
o~ sono osservabili in forma di anse.

Conclusione: Le sequenze codificanti di un gene possono essere interro
da altre non codificanti.

)

Gli introni

Negli eucarioti la sequenza di un
gene contenente introni e quella del
suo mMRNA maturo non sono
colineari

Gli introni sono sequenze di un
gene che vengono trascritte in
RNA, ma non vengono tradotte in
proteine




Caratteristiche degli introni

Gene della ovalbumina Gene del citocromo b
Esoni

23 45

\V

Introni Introni

izione Trascrizione

I DNA viene trascritto in
RNA, e gli introni vengono
rimossi mediante splicing
dell'RNA.

« Sono presenti quasi esclusivamente nei geni eucariotici

 Variano per numero (nell’'uomo da 0 a 60)

 Variano per lunghezza (da 200 fino a 50000 nucleotidi)

* Sono in genere piu lunghi degli esoni

* Negli eucarioti superiori I numero medio di introni per gene
aumenta all’'aumentare della complessita degli organismi




Processamento del’mRNA:
Rimozione degli introni e giunzione degli esoni

Trascritto iniziale di mMBNA (pre-mRBNA)

g npp— -
Sequenza del punto
di ramificazione

Taglio alla giunzione
esone-introne in 59
e formazione della
struttura a laccio
Struttura a laccio

Punto di ramificazione

Sequenza del punto
di ramificazione \
. Taglio alla giunzione
La struttura della esone-introne in 39
giunzione del punto di e unione dei due esoni
ramificazione
comporta un insolito c)
legame fosfodiesterico G ™0
29 59tra la G della
giunzione in 59e la A

della sequenza del
punto di ramificazione.




Introne

Reazioni di
transesterificazione nello
splicing

Esone 1

l Prima transesterificazione

O = ossigeno 3
del’esone 1

O = ossigeno 2
del punto
di ramificazione in A

O = ossigeno 3’
dell'introne

Seconda transesterificazione
(_i)_

5 + 5 —] —o—ﬁ—o—

5)
2 A O
O=P—0 o . .
a3 Congiunzione degli esoni
O OH

Escissione dell’introne
in forma di cappio




LEEe Lo spiceosoma

" Enzima dallo splidng

Spliceosome

snRNP: small nuclear ribonucleoprotein particles,
costituite da proteine e cinque snRNA (U1, U2, U4, U5 e UG)




ESEMPIO

Sequenza nucleotidica del gene dell’interleuchina umana

TATA box
A —
5" ....CATCAGAAGAGGAAAAATGAAGGTAATGTTTTTTCAGACAGGTAAAGTCTTTGAAAATATGTGTAATATGTAAAACATTTTGACACCCCCATAATATTTTTCCAGAATTAACAGTATAAATTGCATCTCTTG

TTCAAGAGTTCCCTATCACTCTCTTTAATCACTACTCACAGTAACCTCAACTCCTGCCACALYIATACAGGATGCAACTCCTGTCTTGCATTGCACTAAGTCTTGCACTTGTCACAAACAGTGCACCTACTTCAA
Sito di inizio della trascrizione Esone |  Cedone diinizio Introne 1
GTTCTACAAAGAAAACACAGCTACAACTGGAGCATTTACTTCTGGATTTACAGATGATTTTGAATGGAATTAATGTAAGTATATTTCCTTTCTTACTAAAATTATTACATTTAGTAATCTAGCTGGAGATCATTICT

Esone 2
TAATAACAATGCATTATACTTTCTTAGAATTACAAGAATCCCAAACTCACCAGGATGCTCACATTTAAGTTTTACATGCCCAAGAAGGTAAGTACAATATTTTATGTTCAATTTCTGTTTTAATAAAATTCAAAGTA

ATATGAAAATTTGCACAGATGGGACTAATAGCAGCTCATCTGAGGTAAAGAGTAACTTTAATTTGTTTTTTTICGAAAACCCAAGTTTGATAATGAAGCCTCTATTAAAACAGTTTTACCTATATTTTTAATATATATTT
Introne 2
GIGIGTTIGGTGGGGGTGGGAAGAA- - - (+2400bp)- - - -TGCAGAAAGTCTAACATTTTGCAAAGCCAAATTAAGCTAAAACCAGTGAGTCAACTATCACTTAACGCTAGTCATAGGTACT TGAGCCCTAGTTTT

TCCAGTTTTATAATGTAAACTCTACTGGTCCATCTTTACAGTGACATTGAGAACAGAGAGAATGGTAAAAACTACATACTGCTACTCCAAATAAAATAAATTGGAAATTAATTTICTGATTCTGACCTCTATGTAAA

Esone 3
CTGAGCTGATGATAATTATTATTCTAGGCHACAGAACTGAAACATCTTCAGTGTCTAGAAGAAGAACTCAAACCTCTGGAGGAAGTGCTAAATTTAGCTCAAAGCAAAAACTTTCACTTAAGACCCAGGGACT

Introne 3
TAATCAGCAATATCAACGTAATAGTTCTGUAACTAAAGGTAAGGCATTACTTTATTTIGCTCTCCTGGAAATAAAAAAAAAAAAGTAGGGGGAAAAGT---- (#1900 BP) CTTGAAAATAAAGGCAACAGGCCTA

Esone 4
TAAGACTTCAATTGGGAATAACTGTAEATAAGGTAAACTACTCTGTACTTTAAAAAATTAACATTTTTCTTTTATAGGGATCTGAAACAACATTCATGTGTGAATATGCTGATGAGACAGCAACCATTGTAGAATTT

CTGAACAGATGGATTACCTTTTGT/AAAGCATCATCTCAACACTGACT AATTAAGTGCTTCCCACTTAAAACATATCAGGCLETTCTATTTATTTAAATATTTAAATTTTATATTTATTGTTGAATGTATGGTTT
| terminazione

GCTACCTATTGTAACTATTATTCYAAATCTTAAAACTATAAATATGGATCTTTTATGATTCTTTTTGTAAGCCCTAGGGGCTCTAAAAIGGTTTCACTTATTTATCCCAAAATATTTATTATTATGTTGAATGTTAAATA

TAGTATCTATGTAGATTGGTTA//TAAAACTATT TAATAAATTTGATAAATATAAACAAGCCTGGATATTTGTTATTTTGGAAACAGCHICAGAGTAAGCATTTAAATATTTICTTAGTTACTTIGTGTGAACTGTAGGATG

Sequenza consenso per il poli(A) 4 sito di taglio in 3’
GTTAAAATGCTTACAAAA ACTCTTTCTCTGAAGAAATATGTAGAACAGAGATGTAGACTTCTCAAAAGCCCTTIGCTTT S

E possibile osservare che gli introni non codificanti occupano gran parte dei geni, Gli esoni codificano per meno di 165
tenendo anche conto del gran numero di basi che non sono state rappresentate. amminoacidi, 0ssia una proteina piccola.




GENOTIPO

FENOTIPO

GENETICA BATTERICA

Complesso di geni
di un organismo

>

parte del corredo genetico
> che viene effettivamente
espresso




MODIFICA DEL CODICE GENETICO

MODIFICAZIONI SEMPLICI
(condizioni ambientali reversibili)

GENOTIPO >

AUMENTA LA FREQUENZA GENERALE DELLE MUTAZIONI
NON LA SPECIFICITA’

MISSENSE
SOSTITUZIONE < NONSENSE
> DELEZIONE NEUTRA

—> |[NSERZIONE
CROSSING-OVER

FENOTIPO > MUTAZIONI

AGENTI FISICI E CHIMICI




ALTRI METODI DI MODIFICA DEL CORREDO GENETICO

CROSSING-OVER
Trasferimento di DNA libero da un batterio all’altro

>

Introduzione di vettori con DNA esogeno

> Organismi in cui c’e differenziazione sessuale (Cellule gameti)
(Donatori-Accettori)

Introduzione di virus (Batteriofagi o Fagi)
(Ciclo Litico o integrazione del gene)




MANIPOLAZIONE DEIl GENI

ENDONUCLEASI Dl o e |
RESTRIZIONE aglio in modo casuale

TIPO lll Taglio preciso ma con metilazione delle basi

Enzimi specifici: taglio elica in posizione specifica

TIPO Il Taglio su sequenza specifica

Isoschizomeri e Isocaudameri

Isocaudameri

Isoschizomeri _
Talvolta sl usa Il termine isocaudameri per indicare enzmi di
restrizicne che riconoscono sequenze bersaglic diverse, ma che

Sebbene gli enzimi di restrizione isclati sianc oltre 3500, le tagliano producendo estremita identiche.

sequenze bersaglic che possono essere tagliate sonc molte di
meno (appena piu di duecento). E' evidente che molti enzimi £ io:
isclati da batteri diversi hanno |2 stessa specificita di sequenza, semplo:

sono cloé isoschizomeri. Gl Isoschizomer! Mbol e Sau3A riconoscono la sequenza di
quattro basi:

Hapll Haemophilus aphrophilus 5. GATC 3
Fpall Haemophilus parainfluenzac 3% e CTAG. T .5
Mspl Moraxella species e CC

f

Mentre BamHI riconosce una sequenza di sel basi:

Esempi:

riconoscone e tagliano tuttl la stessa sequenza C|CGG

Smal Serratic marcescens CCC|GGG
Xmal Xantomonas malvacearum C|CCGGE

5%, ...GGATCC....-3
riconoscone |2 stessa sequenza, ma taglianc in modo diverse. 3. ... CCTAGG....-5

f




ECO RI (ROSSO E GIALLO) CHE OPERA UN TAGLIO SULLA
DOPPIA ELICA DEL DNA (IN BLU)




ALCUNE ENDONUCLEASI

Enzima

Organismo di origine

Sequenza consenso

Taglio

EcoRI

Escherichia coli

5'---GAATTC---3'
3'---CTTAAG---5'

5'---6 AATTC---3'
3'---CTTAA 6---5'

BamHI

Bacillus
amyloliguefaciens

5'---GGATCC---3'
3'---CCTAGG---5'

5'---6 GATCC---3'
3'---CCTAG G---B'

HindIII

Haemophilus
influenzae

5'-—-AAGCTT---3'
3'-—-TTCGAA---5'

5'-—-A AGCTT---3'
3'---TTCGA A---5'

Taql

Thermus aquaticus

5'-—-TCGA---3'
3'-—-AGCT---5'

5'-—-T CGA---3'
3'-—-AGC T---5'

Alul

Arthrobacter luteus

5'-—-AGCT---3'
3'---TCGA---5'

5'---AG CT---3'
3'---TC GA---5'




Analisi di restrizione: un esempio...

DNA individuo 1 Amplificazione di un frammento di DNA

@ con 2 siti di taglio per I'enzima Alu I

bandl & Amplificazione di un frammento di DNA con 1
DNA individuo 2 sito di taglio per I'enzima Alu I -

3
m@ Lunghezza: 242 bp

Individuo Individuo
- . Digestione
dei frammenti
con l'enzima
Alu I




VETTORI

Accogliere DNA esogeno
Penetrare facilmente nella cellula ospite
Contenere un marker che ne permetta il riconoscimento
Avere uno o piu siti di riconoscimento per le endonucleasi




ESEMPIO: IL PLASMIDE pET-17b

Xho I(141)
Not |(147)
BstX li150)
Sty 1(59) EcoR V(166
Bpul 102 1182 EcoR lj174)
_ BstX li188)
pLink Spe If1on)
BamH li20s)
) ganlllzm:
/ ac K215
- Aal 1113233) Kpn li221)
lacO) Ssp K3115) y Hind I11(223
G 5 B - Nhe 1(261)
5 "\" (5 (268 )
ST Xba |(306)
. e . Rgl 11i384)
.] ()]'1 Hine llzas2 - Msc K389}
t Sca 1(2791) Dsa 11300}
v Bpu10 1(s24)
Bsg 1(578)

Fvu 12681)
amp®

pET E
~54Kb %

BsrF 1{2301) A )
\ Hspls 1(044)
P 108 1123291 5
Eam1105 k2311 = v 1101009)

~BsmB {1058

fthi11 {1163
BsaA li1170)
= Aoc (1188)
. A AR . Bst1107 1(1180)
HalE 112004) on\ Sap 1(1302)

' T BspLU11 1(1418)
AlwN 1{1834) Afl 111{1418)

Nello specifico, il sistema pET € un plasmide usato per veicolare geni e produrre proteine in un batterio. |l plasmide porta i
geni dell'operone lac (servono a regolare la trascrizione), il promotore che in questo caso € specifico per 'RNA polimerasi
T7, poi c'é l'origine di replicazione f1 ed altri geni.

il gene che si vuol far esprimere € stato clonato nel plasmide (si trova nel sito pLink). La polimerasi T7 puo trascrivere |l
gene riconoscendo il promotore T7, che € un promotore virale molto forte. Naturalmente, il gene non verra trascritto se
non c'é la polimersi T7, la quale non €& prodotta dalle cellule procariotiche e quindi per far funzionare il sistema & molto
importante che all'ospite venga fornita anche questa polimerasi. (ciog, fornire il gene della polimerasi).

|| vantaggio del sitema € che si pud controllare I'espressione del gene e per fare questo si usa il sitema lac incorporato nel
plasmide pET.




Il fago .. come vettore

Fl \G O L/ \I I BD} \ tegdie d stmesepie e 11 virus bhamernico A,
trvmmiw ¢ sehuwame bl MOH‘* L

scopero nel 1531, ¢
rappresentativo  de
fag tarpessti h F

oond (o5 ©s, PL).

| 1 profago wmegrato
nel penooes s1 hbera
in sepato » danm
del DNA. Prokfera 2
spese dellospitle ¢
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liberanco carca 100
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VIO

Veicolo ideale per clonare il DNA genomico

. Le placche di list sono pil piccole delle colonie batteriche:
“Fagos con tabeza,.donde se ¢ possibile analizzare e caratterizzare mighala di placche
“aloja el-ADN; tola que actiia sulla stessa piastra.

~'Eomo jeringa para inyectar el
<*genoma:a una bacteria, y
fibras de sostén.

L'efficienza di infezione celle particelle fagiche e superiore
all'efficienza dl trasformazione del batten con DNA nudo.

S| possong Insenre pezzi ol DNA ¢ magglon dimensiont:
fino 2 23 Kb {lucido 6-4)

[l sistema di impacchettamento in vilro delle particelle
fagiche permette una selezione per grandezza del DNAL

corlesiy de =TSR = : y Una "libreria™ di milioni &i particelle fagiche, dascuna con
M. WurtzAUniv. of BaseliScience SourcePhoto Researchers, Inc. un pezzo dl DNA diverso, st conserva faciimente in un tubo
da centrifuga da 1,5 mililitn,




ORGANISMI OSPITI




CARATTERISTICHE DI E.COLI

« Utilizzato da piu di 50 anni come organismo modello per la ricerca biologica, biochimica, genetica. Disponibile un
numero sterminato di ceppi mutanti.

* || tempo di riproduzione in fase logaritmica € di circa 22 minuti a 37°C in terreni ricchi di nutrienti: aminoacidi,
vitamine, sali e una fonte di carbonio (particolari ceppi mutanti possono richiedere piu tempo).

« Cresce pure, piu lentamente, in terreni “minimi”, cioe terreni poveri di nutrienti (sali e una fonte di carbonio).
Questa proprieta si sfrutta con i mutanti nutrizionali.

* Ha un unico cromosoma circolare, di circa 4,6 x 106bp.

 Ospita plasmidi naturali, coniugativi € non coniugativi.

 E’ infettato da batteriofagi, virulenti e temperati.

» Organismo procariote dalla forma di bastoncello, mobile, corto: misura meno di 1 micrometro di lunghezza.
« Gram-negativo, si rinviene in natura nell’intestino dell'uomo ma non, di norma, nel terreno o nell’acqua.

* Non e patogeno, tuttavia lo pud diventare se acquisisce plasmidi virulenti.

 Si divide per scissione binaria.

* Versatile: cresce sia in condizione aerobica che anaerobica (presenza o assenza di ossigeno).




COLTIVAZIONE DI E.COLI

Terreni ricchi di nutrienti

Per la crescita di colture di E. coli si usa in genere il classico terreno ricco di nutrienti sviluppato da Luria e Bertani negli
anni ‘50 (terreno LB):

*1% bacto-tryptone

*0,5% estratti di lievito

*0,9% NaCl

| terreni solidi (crescita in piastre) si ottengono aggiungendo agar alla concentrazione finale di 1,5%.

E’ molto importante mantenere condizioni di sterilita! | terreni si sterilizzano in autoclave a 121°C per 20 minuti, per
distruggere qualsiasi microrganismo vivente, spore comprese.

Crescita dei batteri
A 37°C con vigorosa agitazione, per favorire una buona aerazione del terreno.

Stoccaggio

Le colture batteriche si mantengono vitali in frigorifero a 4°C per qualche settimana.

Per conservare i batteri a lungo € necessario congelarli. Si parte da una coltura fresca satura di batteri e si aggiunge
glicerolo alla concentrazione finale di 15-20%. Le colture in glicerolosi mantengono vitali:

-20°C per circa 1 anno

-80°C praticamente per sempre




APPROFONDIMENTO: GLI OPERONI

Insieme di geni regolati in modo strettamente coordinato

RegOIa—Zione gen |Ca contengono particolari sequenze (siti di controllo) che regolano
ne| Procal"IOtI I'espressione genica dell’intero operone

Studiati per la prima volta nel 1961 dai Biologi francesi
Francois Jacob e Jacques Monod




STRUTTURA DEGLI OPERONI

| \ Uno o pitt GENI STRUTTURALI

(codificano determinati enzimi o proteine
necessari alla cellula)

\

Un PROMOTORE situato a monte dei geni
(sequenza di DNA che, legandosi a RNA Polimerasi
permette inizio trascrizione)

Un OPERATORE frammento di DNA che regola I'espressione
(a monte o a valle dal promotore;interagisce con proteina repressore o attivatore)




REGOLAZIONE GENICA DEGLI OPERONI

NEGATIVA POSITIVA

Operoni Repressibili Operoni Inducibili

Trascrizione normale Normalmente proteina legata all’operatore (no trascrizione)
(proteina incapace di legarsi all’operatore) Molecola induttrice: si lega alla proteina repressore

Corepressori: si legano alla proteina

o . Cambio di conformazione: la proteina non lega I'operatore
cambio di conformazione

\4

legame con proteina: INVERSO

NO TRASCRIZIONE TRASCRIZIONE




ESEMPIO: OPERONE lac REGIONE lacZ

codifica per I'enzima B-galattosidasi che scinde il lattosio

. . (ma agisce anche con qualsiasi altra molecola
(Operone IattOSIO; E'COII) che abbia un legame [(3-galattosidico),

[ P O 7z _ REGIONE LacY

codifica per la lattosio permeasi, un enzima che
_— permette al lattosio di attraversare la membrana
cellulare del batterio

REGIONE LacA

No lactose che codifica per I'enzima transacetilasi,
enzima che aggiunge gruppi acetili al lattosio

I P 0 non appena entrato nella cellula.

REGIONE LacO

definito gene operatore e ha la capacita

/ di legare una particolare proteina, detta

IR

proteina repressore, che impedisce la
trascrizione dell'operone

REGIONE Lacl

gene regolatore: esso sintetizza la proteina

Lactose present repressore, che legandosi al gene

operatore, impedisce la trascrizione

[ P 0 dell'operone

REGIONE P (p1 e p2)
p1: sito CAP, luogo in cui si lega la proteina CAP, detta anche CRP

o p2 € il promotore dell'operone: il sito a cui si lega la RNA polimerasi
—_—
lactose




REGOLAZIONE DELLCOPERONE lac

E. coli € un batterio capace di utilizzare come fonte di carbonio sia il glucosio che il lattosio. Tuttavia, lo zucchero piu adatto al suo metabolismo ¢ il
glucosio, tanto che se il batterio cresce in un substrato che presenta entrambi gli zuccheri, utilizza unicamente il glucosio. Tuttavia, se il batterio si trova
a crescere in un ambiente in cui & presente unicamente il lattosio, immediatamente sintetizza gli enzimi necessari a metabolizzarlo. |l batterio possiede
percido un meccanismo di controllo che consente I'espressione di alcuni geni solo quando ne avverte il bisogno, e impedisce la produzione di enzimi e
proteine non strettamente necessarie.

Le sequenze p1, p2, O e | dell'operone di E. coli hanno un ruolo fondamentale in questo processo. La sequenza p2 serve per l'attacco della Rna
polimerasi, I'enzima che effettua la trascrizione. Questa, dopo essersi legata, scorre a valle e, giunta all'inizio del gene Z, comincia a trascrivere i tre
geni strutturali in un mRNA. In assenza di lattosio, tuttavia, la trascrizione non avviene: il gene | (che non & adiacente) produce a ritmo costante una
proteina, il repressore, che quando si lega al gene operatore o impedisce alla polimerasi di trascrivere l'operone.

Quando pero nell'ambiente € presente il lattosio, questo si lega alla proteina repressore impedendone il legame con l'operatore: & cosi possibile la
trascrizione dell'operone.

Anche in presenza di lattosio, la trascrizione dell'operone € scarsa finché € presente in quantita il glucosio, lo zucchero piu facilmente utilizzabile da
parte di E. coli. Quando il glucosio scarseggia viene prodotto AMP ciclico (cCAMP), una molecola che in tutti gli organismi funziona come segnale di
carenza energetica. Il cCAMP legandosi alla CRP (proteina recettrice del cAmp) -chiamata in inglese proteina CAP (Catabolite Activator Protein)- la rende
in grado di legarsi, tra I'altro, alla sequenza p1 stimolando notevolmente la trascrizione dell'operone. Riassumiamo le situazioni possibili:

In presenza di glucosio e lattosio, il repressore € inattivo ma lo € anche la CRP, per cui vi & una trascrizione moderata.

In presenza di glucosio ma non di lattosio, il repressore € attivo e la CRP inattiva, per cui non vi € trascrizione.

In assenza di glucosio e di lattosio, il repressore e la CRP sono entrambi attivi € non vi & trascrizione.

In presenza di lattosio e assenza di glucosio, il repressore € inattivo e la CRP & attiva, per cui I'operone viene espresso al massimo.

Altri operoni sono regolati in modo pit 0 meno diverso. Ad esempio, l'operone istidina, che contiene i geni degli enzimi per la biosintesi
dell'amminoacido in questione, ha un repressore che viene attivato dal legame con l'istidina: in questo modo non viene sintetizzata una sostanza
quando & gia presente in quantita adeguata (anche in questo caso vi é retroazione negativa). Infine la regolazione in base alla presenza di lattosio &
negativa-induttiva mentre in base alla presenza del glucosio € positiva. Si ha una doppia regolazione




DUE MOLECOLE.....INTERESSANTI

IPTG X-GAL

Isopropil-b-D-tiogalattoside 5-bromo-4-cloro-3-indolil-b-d-galattoside

Promotore dell’operone lac O

Substrato cromogeno per b-galattosidasi




ESEMPIO DI UTILIZZO
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LSB X-GAL MUG

Terreno cromogenico e fluorogenico per la determinazione
simultanea dei coliformi e di Escherichia coli con metodo MPN

FORMULA TIPICA (g/l)

X-GAL 0,08
IPTG 0,10
MUG 0,05
Sodio cloruro 5,00
Potassio fosfato bibasico 2,75
Potassio fosfato monobasico 2,00
Triptosio 5,00
L-Triptofano 2,00
Sorbitolo 1,00
Sodio laurilsolfato 0,10

PREPARAZIONE

Sospendere 18,1 g di terreno in 1000 ml di acqua distillata fredda. Riscaldare fino a completa
solubilizzazione. Distribuire in ragione di 9 ml per provetta. Autoclavare a 121°C per 15 minuti.

Per I'esame delle acque con metodo MPN, usare il terreno concentrato secondo le necessita.

pH finale 6.8 £ 0.1




DESCRIZIONE

LSB X-GAL MUG e una modificazione del terreno Lauryl Sulphate Broth, idonea alla determinazione
contemporanea dei coliformi e di E. coli negli alimenti e nelle acque, con metodo MPN. |l terreno &
reso selettivo dalla presenza del sodio lauril solfato; la differenziazione dei coliformi e di E. coli & resa
possibile dalla presenza del substrato cromogeno X-GAL (5 bromo-4 cloro-3 indolil beta D-
galattopiranoside), per I'evidenziazione della beta galattosidasi e del substrato fluorogenico MUG (4-
metilumbelliferil beta D-glucuronide) per I'evidenziazione della beta glucuronidasi.

L'’X-GAL ¢ idrolizzato dai coliformi con rilascio di un metabolita blu/verde-blu; tale reazione e
potenziata dalla presenza nel terreno di IPTG (isopropil-beta D-tiogalattopiranoside), amplificatore
della beta galattosidasi. || MUG ¢ idrolizzato, tra gli enterobatteri, da Escherichia coli e da pochi altri
ceppi di Salmonella e Shigella. Tale idrolisi si traduce nel rilascio di 4-metilumbelliferone, fluorescente
sotto lampada di Wood. |l triptofano contenuto nel LSB X-GAL MUG, consente di eseguire il test
dell'indolo direttamente sulle provette con I'addizione del reattivo di Kovacs, per la conferma di E. coli.

IMPIEGO

Eseguire la determinazione contemporanea dei coliformi e di Escherichia coli, impiegando le normali
metodiche MPN di laboratorio. Incubare 24-48 ore a 37°C.

Risultati attesi

Coliformi totali: crescita blu/verde-blu

Escherichia coli. crescita blu/verde blu, fluorescente sotto lampada di Wood (emissione a 366 nm),
positiva al test dell'indolo. Tale test & eseguibile addizionando circa 1 ml di reattivo di Kovacs (cod.
19171000) alle provette ed osservando per la formazione di un anello rosso entro 1-2 minuti.




[...] Una volta inscritto nella struttura del DNA, I'avvenimento
singolare, e in quanto tale essenzialmente imprevedibile,
verra automaticamente e fedelmente replicato e tradotto,
cloe contemporaneamente moltiplicato e trasposto in milioni
o miliardi di esemplari. Uscito dall’ambito del puro caso,
esso entra in quello della necessita, delle piu inesorabili
determinazioni. La selezione opera infatti su scala
macroscopica, cioe a livello dell'organismo.

Ancora oggi molte persone d’ingegno non riescono ad
accettare e neppure a comprendere come la selezione, da
sola, abbia potuto trarre da una fonte di rumore tutte le
musiche della biosfera. In effetti, la selezione agisce sui
prodotti del caso e non puo alimentarsi altrimenti; essa
opera pero in un campo di necessita rigorose da cui il caso
e bandito.




Da queste necessita, e non dal caso, I'evoluzione ha tratto i suoi orientamenti generalmente
ascendenti, le sue successive conquiste, il dipanarsi ordinato di cui offre apparentemente
'immagine. D’altra parte alcuni evoluzionisti post-darwiniani hanno avuto la tendenza di
diffondere un’idea impoverita, ingenuamente feroce, della selezione naturale, cioe quella
della pura e semplice “lotta per la vita” espressione che d’altronde non fu introdotta da
Darwin bensi da Spencer[1] . | neodarwinisti del primo Novecento ne hanno proposto invece
una visione molto piu feconda, dimostrando, sulla base di teorie quantitative, che il fattore
decisivo della selezione non € costituito dalla lotta per la vita, ma dal tasso differenziale di
riproduzione in seno a una specie[2]. | dati forniti dalla Biologia contemporanea consentono
di chiarire e di precisare ulteriormente il concetto di selezione. In particolare, noi abbiamo,
della potenza, della complessita e della coerenza della cibernetica intracellulare (perfino
negli organismi piu semplici) un’idea abbastanza chiara, un tempo sconosciuta, che ci
consente di comprendere molto meglio di prima che ogni “novita” sotto forma di alterazione
di una struttura proteica, verra innanzitutto saggiata riguardo la sua compatibilita con
I'insieme di un sistema gia assoggettato a innumerevoli vincoli che controllano I'esecuzione
del progetto dell'organismo.




Le sole mutazioni accettabili sono dunque quelle che
perlomeno non riducono la coerenza dell’apparato
teleonomico ma piuttosto lo rafforzano ulteriormente
nell'orientamento gia adottato oppure, certo molto piu
raramente, lo arricchiscono di nuove possibilitd. E I'apparato
teleonomico, proprio come funziona nell’attimo in cui per la
prima volta si esprime una mutazione, che definisce le
condizioni iniziali essenziali per I'accettazione, temporanea o
definitiva, oppure per Il rifiuto del tentativo nato dal caso. E
proprio la prestazione teleonomica, espressione globale delle
proprieta della rete d’interazioni costruttive e regolatrici, a
essere giudicata dalla selezione. ... Ed e per questo motivo
che l'evoluzione stessa sembra realizzare un ‘progetto’,
quello di prolungare e dare un maggior respiro a un ‘sogno’
ancestrale. Grazie alla perfezione conservatrice dell’'apparato
replicativo, ogni mutazione, individualmente, costituisce un
avvenimento molto raro.




Jacques Monod

“ll caso e la necessita”




