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Espressione genica
Le informazioni di un gene vengono utilizzate per la sintesi di

prodotti genici funzionali.
Gene

Sequenza di DNA o RNA che codifica per una molecola che ha

una funzione.

Il prodotto include:
1-SiRNA

2-rRNA

3-miRNA

4-tRNA

5- mRNA

Prodotto

Figura (1): L'espressione genica comprende il gene e il

prodotto.



Livelli molecolari

Primo livello:

1-DNA

2-Trascrizione

Livello due

1-RNA

2-Traduzione

3-RNA

Proteine w2 di trascrizione

1-Enzima
Segnalazione a 2 cellule
3-Ligando

4-Strutturale



Protein coding region Protein coding region
 — 0 C S—

Figura (2): Gene strutturale nella cellula procariotica.

MRNA post-transeription
modification

Figura (3): Gene strutturale nella cellula eucariotica.



Tecnica utilizzata per la misurazione di DNA e RNA

(espressione genica)
1-Livello trascrizionale

A-Microarray
B-RT-qPCR
C-PCR su gel

2-Livello translazionale

A-ELISA
B- Attivita enzimatica
C-Tecnica di Western Blotting

D-Immunofluorescenza



Regolazione genica
Motivi dei fattori di trascrizione

* I fattori di trascrizione appartengono a diverse classi

basate su specifici tipi di domini o motivi di legame.

* Molti contengono un'a-elica che si inserisce nel solco

maggiore del DNA.

* Riconosce la particolare sequenza nucleotidica che riveste

il solco
* Legame tra aa e DNA
(compresa la spina dorsale del DNA) tramite:

o Forze di Van der Waals (idrofobiche)
o Legami ionici

o Eilegami a idrogeno



CONTROL OF GENE'mMRNAPROTEIN ACTMTY
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Figura (4): Controllo dell'azione del gene / mRNA e delle

proteine.

I filamenti elicoidali gemelli formano la spina dorsale

del DNA

I solchi sono di dimensioni diseguali: uno, il solco maggiore, ¢
largo 22 A e l'altro, il solco minore, & largo 12 A. La ristrettezza
del solco minore significa che 1 bordi delle basi sono piu

accessibili nel solco maggiore.



Di conseguenza, le proteine come i fattori di trascrizione che
possono legarsi a sequenze specifiche nel DNA a doppio
filamento di solito prendono contatto con i lati delle basi esposte

nel solco maggiore.

I solchi maggiori e minori sono sempre denominati in modo
da riflettere le differenze di dimensione che si osservano se il

DNA viene ritorto nella forma B ordinaria.

Figura (5): I filamenti elicoidali gemelli formano la spina

dorsale del DNA.

Proteine che legano il DNA

Sono proteine composte da domini che legano il DNA e quindi
hanno un'affinita specifica o generale per il DNA a singolo o
doppio filamento. Le proteine che legano il DNA in modo

specifico alla sequenza interagiscono generalmente con il solco
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maggiore del B-DNA, perché espone un maggior numero di

gruppi funzionali che identificano una coppia di basi.

Tuttavia, esistono alcuni ligandi noti che legano il DNA al
solco minore, come ad esempio netropsina, distamicina,

Hoechst 33258, pentamidina, DAPI e altri.

Controllo dell'espressione genica
Motivi dei fattori di trascrizione

Motivi comuni dei fattori di trascrizione

 Dito di zinco

o Elica-anello-elica (HLH)

o Cerniera di leucina (LZ)

« Scatola HMG (gruppo ad alta mobilita)

« Funzione condivisa

o Struttura strutturalmente stabile

e Le sequenze specifiche di riconoscimento del DNA sono

posizionate correttamente

Dito di zinco

La struttura ¢ simile a quella del suo dominio di legame con il
DNA, vicino alla terminazione amminica; questo dominio ha sei

residui di Cys che coordinano due Zn2.

11



La proteina funziona come un omodimero (con Ila
dimerizzazione mediata dalle interazioni tra due bobine) e si
lega a una sequenza palindroma di DNA lunga circa 17 bp. I
domini Zinc Finger (Znf) sono motivi proteici relativamente

piccoli che contengono piu dita.

Sono stati identificati per la prima volta come un motivo di
legame al DNA nel fattore di trascrizione TFIIIA. Un dito di
zinco ¢ un piccolo motivo strutturale proteico caratterizzato
dalla coordinazione di uno o pit ioni di-zinco (Zn*" ), il nome
dito di zinco ¢ arrivato a comprendere un'ampia varieta di

strutture proteiche diverse.

Stabilizzare la piega

¢ Lo ione Zn € coordinato a due cisteine e due istidine.

* Ognuno di essi contiene domini multipli di zinco-ditore.

12



(A) Zinc fingers

Figura (6): Stabilizzare la piega.

Motivo zinc finger Cys2His2, costituito da un'a-elica e da un
foglio B antiparallelo. Lo ione zinco (verde) ¢ coordinato da due

residui di istidina e due di cisteina.
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Elica-loop-elica di base (hHLH)

E un motivo strutturale proteico che caratterizza una delle pit
grandi famiglie di fattori di trascrizione dimerizzanti che
includono questo dominio, ciascuno con un'elica contenente
residui aminoacidici basici che facilitano il legame con il DNA.

Non deve essere confuso con il dominio elica-gira-elica.
* Due eliche a separate da un'ansa

* Spesso ¢ preceduto da un tratto di aa basici che

interagiscono con una specifica stringa nucleotidica.
* Si presentano sempre come dimert
* Omodimeri

e eterodimeri.
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(D) Helix-loop-helix

DNA-binding
helix

© 2000 ASM Press and
Sinauer fissotiates, Inc.

Figura (7): Elica-loop-elica di base (bHLH).
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Motivo a cerniera della leucina

Leucine ogni sette aa lungo un'elica a. Tutte le leucine sono

rivolte nella stessa direzione. Due a-eliche possono unirsi

formando una spirale. Aa di base sul lato opposto delle bobine

(C) Leucine zipper

Leucine

side chain Leucine

zipper
domain

DNA-binding
helix

Figura (8): Motivo della cerniera di leucina
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I1 bZIP

Il dominio ha una lunghezza compresa tra 60 e 80 aminoacidi,
con una regione di base altamente conservata che lega il DNA e
una regione di dimerizzazione piu diversificata a forma di
cerniera di leucina. La cerniera di leucina ¢ un motivo
strutturale tridimensionale comune nelle proteine e prende
questo nome perché le leucine si presentano ogni sette

aminoacidi nel dominio di dimerizzazione.

La localizzazione delle leucine ¢ fondamentale per il legame
del DNA alle proteine. Le zip leuciniche sono presenti sia nelle
proteine regolatorie eucariotiche che procariotiche, ma sono
principalmente una caratteristica degli eucarioti. I motivi ZIP-
like sono stati trovati in<proteine diverse dai fattori di
trascrizione e si pensa che siano uno dei moduli proteici generali

per le interazioni proteina-proteina.

La bZIP interagisce con il DNA attraverso il suo

N-terminale, dove le lisine e arginine Questi residui basici
interagiscono nel solco maggiore del DNA, formando
interazioni specifiche per la sequenza. Il leucine zipper si trova
nella regione C-terminale della bZIP e forma un'alfa-elica
anfipatica. Il meccanismo della regolazione trascrizionale da

parte delle proteine bZIP ¢ stato studiato in dettaglio. La

17



maggior parte delle proteine bZIP mostra un'elevata affinita di
legame per i motivi ACGT, che includono CACGTG (casella
G), GACGTC (casella C), TACGTA (casella A), AACGTT
(casella T) e un motivo GCN4, ovvero TGA(G/C)TCA. Anche
un piccolo numero di fattori bZIP, come OsOBF1, ¢ in grado di
riconoscere sequenze palindromiche. Tuttavia, gli altri, tra cui
LIP19, OsZIP-2a e OsZIP-2b, non si legano a sequenze di DNA.
Queste proteine bZIP formano invece eterodimeri con altre bZIP

per regolare le attivita trascrizionali.

Gruppo Alta Mobilita (HMG)
Come funzionano i transattivatori a distanza?
La risposta

I1 DNA viene avvolto ad anello in modo che 1 vari complessi
proteici possano interagire direttamente. Il looping ¢ promosso
da alcune proteine non istoniche che sono abbondanti nella
cromatina e si legano in modo non specifico al DNA. Queste
proteine del gruppo ad alta mobilita (HMG) svolgono un
importante ruolo strutturale nel rimodellamento della cromatina

e nell'attivazione trascrizionale.
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I transattivatori che legano il DNA hanno una

struttura modulare
I transattivatori che si legano al DNA hanno tipicamente un

dominio strutturale distinto per il legame specifico al DNA e
uno o piu domini aggiuntivi per l'attivazione trascrizionale o per
l'interazione con altre proteine regolatrici. L'interazione tra due
proteine regolatrici ¢ spesso mediata da domini contenenti
zipper di leucina o motivi di loop-elica, tre tipi distinti di domini
strutturali utilizzati nell'attivazione dai transattivatori che legano

il DNA: Galdp, Spl e CTFI1.

gene regulatory sequences
| [ . 4
T & ‘ ‘
spacer DNA ‘:' { Wiy —

~ factors

% general transcription

gene regulatory

proteins
\ ==

RNA polymerase

TATA box -
, start of

promoter transcription

upstream

©1995 GARLAND PUBLISHING

Figura (9): I transattivatori che legano il DNA hanno una

struttura modulare.
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Queste sequenze regolatrici aggiuntive sono solitamente
chiamate enhancer negli eucarioti superiori e sequenze

attivatrici a monte (UAS) nel lievito.

Un tipico enhancer puod trovarsi a centinaia o addirittura a
migliaia di coppie di basi a monte del sito di inizio della
trascrizione, o addirittura a valle, all'interno del gene stesso. Il
successo del legame dell'oloenzima RNA polimerasi II attivo a
uno dei suoi promotori richiede solitamente I'azione di altre

proteine di tre tipi:

(1) Fattori di trascrizione basali richiesti-in ogni promotore Pol

IL.

(2) transattivatori che legano il DNA, che si legano agli
enhancer o alle UAS (sequenze attivatrici a monte) e facilitano

la trascrizione.

(3) Co-attivatori

20



Transattivatori che legano il DNA
I requisiti dei transattivatori variano notevolmente da un

promotore all'altro. Alcuni transattivatori sono noti per facilitare
la trascrizione in centinaia di promotori, mentre altri sono

specifici per pochi promotori.

Molti transattivatori sono sensibili al legame di molecole
segnale e sono in grado di attivare o disattivare la trascrizione in
risposta a un ambiente cellulare mutevole. Alcuni enhancer
legati da transattivatori che legano il DNA sono piuttosto

distanti dalla casella TATA del promotore.

Potenziatori e silenziatori
Miglioratori

e Attivazione della trascrizione

* L'espressione dei geni ¢ regolata anche da elementi del

DNA piu distanti, chiamati enhancer.

* Possono essere spostati  sperimentalmente  senza
influenzare la loro capacita di potenziare l'espressione

genica.

* Possono essere 1000 o 10000 paia di basi a monte o a

valle del gene.

e Come?

21



* Portato in prossimita del gene, il DNA puo formare delle

ansc.

Promotori ed esaltatori sono separati da altri geni da

sequenze chiamate isolatori.

Il legame di un fattore di trascrizione con un enhancer
aumenta la velocita di trascrizione.

Questa up-regulation puo essere da 10 a 1.000 volte

Il legame di un fattore di trascrizione a un silenziatore
diminuisce la velocita di trascrizione.

Si tratta della cosiddetta down-regulation

Molti  elementi di risposta sono indipendenti
dall'orientamento o bidirezionali.

Possono funzionare con orientamento in avanti o indietro
La maggior parte degli elementi di risposta si trova a
poche centinaia di nucleotidi a monte del promotore.
Tuttavia, alcuni si trovano in vari altri siti

A diverse migliaia di nucleotidi di distanza

A valle del promotore

Anche all'interno degli introni!

22



TFIID e Mediatore

. La maggior parte dei fattori di trascrizione regolatori non
si lega direttamente all'RNA polimerasi.
. Due comuni complessi proteici che comunicano gli effetti

dei fattori di trascrizione regolatori sono:
1. TFIID

2. Mediatore

Mediatore

Un altro importante co-attivatore ¢ costituito da 20 o piu
polipeptidi in un complesso proteico chiamato mediatore; 1 20
polipeptidi centrali sono altamente conservati dai funghi
all'vomo. Mediator si-lega strettamente al dominio carbossi-
terminale (CTD) della subunita maggiore di Pol II. Il complesso
Mediator ¢ necessario sia per la trascrizione basale che per
quella regolata su promotori utilizzati da Pol II e stimola anche
la fosforilazione della CTD da parte di TFIIH. Sia il mediatore
che TFIID sono necessari in alcuni promotori. Come nel caso di
TFIID, alcuni transattivatori che legano il DNA interagiscono
con uno o piu componenti del complesso mediatore. I complessi
di co-attivatori funzionano in corrispondenza o in prossimita

della casella TATA del promotore.
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Complessi di proteine co-attivatrici
La maggior parte della trascrizione richiede la presenza di

complessi proteici aggiuntivi. Alcuni importanti complessi
proteici regolatori che interagiscono con Pol II sono stati definiti
sia geneticamente che biochimicamente. Questi complessi co-
attivatori agiscono come intermediari tra i transattivatori che

legano il DNA e il complesso Pol II.

Il co-attivatore meglio caratterizzato ¢ il fattore di trascrizione
TFID. Negli eucarioti, TFIID ¢ un grande complesso che
comprende TBP e dieci o piu fattori associati a TBP (TAF).
Alcuni TAF assomigliano agli istoni e possono svolgere un
ruolo nel dislocare i nucleosomi durante l'attivazione della
trascrizione. Molti _transattivatori che legano il DNA
contribuiscono all'avvio della trascrizione interagendo con uno o
piu TAF. Il requisito delle TAF per avviare la trascrizione pud
variare notevolmente da un gene all'altro. Alcuni promotori
richiedono TFIID, altri no e altri ancora richiedono solo

sottoinsiemi delle subunita TAF di TFIID.
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A genermaltranscnption
factor thatbindstothe
TATA box

Recruits RNA polymerase
to the core promoter

Transcnptional activator Transcriptional repressor
recruits TElID to the core inhibits TFIID binding to the
promoterand/oractivatesits core promoteror inhibits its
function function

Thus, transcription will be Thus, transcription will be

a) Requlatory transcription factors and TFIID

Transcriptional activator stimulates Transcriptional repressor inhibits
the function of mediator the function of mediator
This enables RNA polto forma « Transcription is repressed
preinttiation complex

It then proceeds to the‘elpngation -
v

Figura (10): Complessi di proteine co-attivatrici.
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Regolazione dei fattori di trascrizione regolatori
Ci sono tre modi comuni in cui la funzione dei fattori di

trascrizione regolatori puo essere influenzata:
1. Legame di una molecola effettrice.

2. Interazioni proteina-proteina.

3. Modifica covalente.

Transcription
factor

Response
cloment

(a) Binding of an effector molecule such as a hormona
Formation of Transcription

homodimers factor Transesiption

{b) Preteln-proteln interaction

Transcription

Figura (11): Regolazione dei fattori di trascrizione

regolatori.
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Azione del fattore di trascrizione
Un fattore di trascrizione legato a un enhancer pud agire

attraverso i1 seguenti meccanismi:

1. Recluta i fattori di trascrizione generali € la DNA polimerasi

II al promotore centrale.

2. Stabilizzare il macchinario di trascrizione situato nel

promotore centrale.
3. Attraverso un intermediario chiamato co-attivatore.

I co-attivatori sono grandi complessi con 15-20 subunita. Non
legano direttamente il DNA Interagiscono con una serie di

fattori di trascrizione.
Struttura dei fattori di trascrizione

* Contengono diversi‘domini che mediano le diverse funzioni

almeno due domini
* Dominio di legame con il DNA
¢ Dominio di attivazione
* Formano comunemente dimeri
* Esempio
* Recettore dei glucocorticoidi

» Si lega al DNA in corrispondenza dell'elemento di risposta

ai glucocorticoidi (GRE)
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* Dominio di legame con il ligando / dominio di legame con il

DNA / dominio di attivazione
Elemento di legame dei fattori di trascrizione
* GRE
* Un palindromo

* La natura ¢ duplice

* Coppie di polipeptidi GR si legano al DNA formando

dimeri
e 5"AGAACAnnTGTTCT-3'

¢ 3-TCTTGTnnnACAAGA-5

Repressione della trascrizione

Le cellule possiedono anche elementi di regolazione negativa

Meccanismi:

o Legame con gli elementi promotori.
» Blocco dell'assemblaggio del complesso di preiniziazione.

o Inibizione del legame o del funzionamento degli attivatori

trascrizionali.

o Modifica del DNA e sua interazione con i nucleosomi.

Alcuni fattori di trascrizione attivano alcuni geni e ne
reprimono altri.

28



Meccanismi di repressione della trascrizione
* Legame con gli elementi del promotore

* Blocco dell'assemblaggio del complesso di preiniziazione.

(B)

Repression
domain \

DNA-binding g
domain
¢ ;

s

Figura (12): Meccanismi di repressione della trascrizione.
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Inibizione del legame o del funzionamento degli
attivatori trascrizionali

Activator

Figura (13): Inibizione del legame o del funzionamento degli

attivatori trascrizionali.
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Repressione della trascrizione
* Metilazione del DNA

* I gruppi metilici possono essere attaccati alla citosina

(posizione C5).
* Metiltransferasi
* I gruppi metilici forniscono un'etichetta
* Nei mammiferi fa sempre parte di una sequenza simmetrica
* Concentrato nei domini ricchi di CG

* Spesso nelle regioni dei promotori
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b

La metilazione del DNA del promotore ¢ altamente

correlata alla repressione genica

Cytosine

3

5-Methylcytosine )
0 1

N

| ©2000 A Press ad
Seues Assoeiates, L.

Figura (14): La metilazione del DNA del promotore é

altamente correlata alla repressione genica.
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Metilazione del DNA

* Mantiene un gene in stato inattivo piuttosto che avviare la

repressione genica - Esempio:

* L'inattivazione dei geni di un cromosoma X nei mammiferi

femmina avviene prima di un'ondata di metilazione

e Variazione dei livelli di metilazione del DNA nel corso della

vita

» Zigote precoce - la maggior parte dei tag di metilazione ¢

stata rimossa
» Impianto - si verifica una nuova-ondata di metilazione

* Esempio importante - Imprinting genomico.

Imprinting genomico

e Alcuni geni sono attivi o inattivi durante lo sviluppo

precoce
* A seconda che si tratti di geni paterni o materni

* Ad esempio, I'IGF-2 ¢ attivo solo nel gene del genitore

maschio.

Il gene ¢ impresso in base all'origine dei genitori

33



* Il genoma dei mammiferi presenta > 100 geni imprintati in

cluster

* Imprinting dovuto alla metilazione selettiva di uno degli

alleli
* Imprinting genomico.

* Nell'embrione precoce le ondate di demetilazione e di
nuova metilazione non influenzano la metilazione dei geni

imprintati.

Pertanto, gli stessi alleli sono interessati dallo zigote fino allo

stadio adulto dell'individuo.

Struttura della cromatina e trascrizione

I1 DNA non ¢ nudo, ma avvolto attorno a complessi di istoni

per formare i nucleosomi.

Come fanno 1 fattori di trascrizione e le RNA polimerasi a

interagire con il DNA strettamente associato agli istoni?

e A quanto pare, la struttura dei nucleosomi inibisce 1'avvio
della trascrizione.

o L'avvio della trascrizione richiede l'assemblaggio di grandi
complessi e 1 nucleosomi bloccano l'assemblaggio al

promotore centrale.
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La regolazione dell'espressione genica
2. Controllo a livello trascrizionale

Pensare alla regolazione genica

Gli esseri umani iniziano la loro vita da una singola cellula; tutte
le informazioni genetiche necessarie per creare un adulto sono
nel nostro genoma. Le cellule embrionali si differenziano per
produrre tipi cellulari specifici, come le cellule muscolari,
nervose e del sangue. I diversi tipi di cellule sono la
conseguenza dell'espressione genica differenziale, necessaria per
mantenere tutti i tipi di cellule. Alcune proteine possono essere
rilevate solo in tipi cellulari specifici. Come viene regolata
I'espressione genica? La regolazione dell'espressione genica ¢

molto complessa.
Controllo dell'espressione genica
1- La sintesi di una proteina prevede fasi discrete
2 - Diversi livelli di funzionamento dei meccanismi di controllo
3-Controllo trascrizionale
Controllo dell'elaborazione del 4-RNA
5-Controllo della traduzione

6-Controllo dell'attivita proteica.
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I fattori di trascrizione utilizzano una varieta di
meccanismi  per la regolazione dell'espressione

genica.

1- Stabilizzare o bloccare il legame della RNA polimerasi

DNA.

2-Catalizzano l'acetilazione o la deacetilazione delle proteine

istoniche.

Il fattore di trascrizione puo farlo direttamente o reclutare
altre proteine con questa attivita catalitica. Molti fattori di
trascrizione utilizzano uno o l'altro; di due meccanismi

opposti per regolare la trascrizione.

attivita dell'istone acetiltransferasil (HAT) - acetilano le
proteine istoniche, indebolendo l'associazione del DNA
con gli istoni e rendendo il DNA piu accessibile alla
trascrizione, con  conseguente aumento della

trascrizione.

attivita dell'istone deacetilasi 2 (HDAC) - deacetilano le
proteine istoniche, rafforzando 1'associazione del DNA
con gli istoni, che rendono il DNA meno accessibile

alla trascrizione, riducendo cosi la trascrizione.
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3-Recluta le proteine coattivatrici o corepressorie al complesso

DNA del fattore di trascrizione.

Regolazione trascrizionale

Controllo della velocita di trascrizione dei geni, ad esempio
favorendo o ostacolando il legame dell'RNA polimerasi al
DNA. Questo controllo consente alla cellula o all'organismo
di rispondere a una serie di segnali intra ed extracellulari e
quindi di organizzare una risposta. Alcuni esempi sono la
produzione di mRNA che codificano gli enzimi per adattarsi
al cambiamento di una fonte di-cibo, la produzione di prodotti
genici coinvolti in attivita specifiche del ciclo cellulare ¢ la
produzione di  prodotti  genici responsabili  della

differenziazione cellulare negli eucarioti  superiori.

Controllo a livello trascrizionale

La trascrizione genica differenziale ¢ il principale
meccanismo di sintesi selettiva delle proteine. E governata da

un gran numero di proteine note come fattori di trascrizione.
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I fattori di trascrizione (TF) sono proteine che si legano al

DNA ¢ aiutano a controllare l'espressione genica.

Le sequenze a cui si legano sono i siti di legame dei
fattori di trascrizione (TFBS), che sono un tipo di sequenza

cis-regolatoria.

Gli enhancer o moduli/elementi cis-regolatori (CRM/CRE)
sono sequenze di DNA non codificanti che contengono siti
multipli di legame per attivatori e repressori. Gli Enhancer
hanno una lunghezza che va da 200 bp a 1 kb e possono
essere prossimali, 5' a monte del promotore o all'interno del
primo introne del gene regolato, o distali, in introni di geni

vicini o regioni intergeniche lontane dal locus.

Fattori di trascrizione

I fattori di trascrizione sono proteine che influenzano la
capacita della RNA polimerasi di trascrivere un determinato

gene.
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Due classi funzionali di fattori di trascrizione
Fattori di trascrizione generali

1-Necessario per il legame delllRNA pol al
promotore centrale e per la sua progressione allo

stadio di allungamento.

2-Sono necessari per la trascrizione basale.

Fattori di trascrizione regolatori (specifici)

Servono a regolare la velocita 'di trascrizione dei geni
vicini. Influenzano la capacita-di RNA pol di iniziare la
trascrizione di un particolare gene. Fattore Tipo strutturale
Sequenza di riconoscimento Si lega come SP1 Zinc finger 5'-
GGGCGG-3' Monomero AP-1 Cerniera di  base 5
TGA(G/C)TCA- 3' Dimero.

Cerniera di base

5'-ATTGCGCAAT-3'

Fattore di shock termico Cerniera di base 5'-XGAAX- 3'
Trimer

ATF/CREB Cerniera di base 5'-TGACGTCA-3' Dimero
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c-Myc Elica-loop-elica di base 5'-CACGTG-3"' Dimero Oct-1
Elica-loop-elica 5'-ATGCAAAT-3' Monomero NF-1 Novel
5'-TTGGCXXXXXGCCAA-3'Dimero

Struttura del promotore

La sequenza a monte piu vicina, la casella TATA, ¢
I'elemento principale del promotore del gene. La regione che
va dal TATA box al sito di inizio della trascrizione ¢ il
promotore centrale. Sito di assemblaggio del complesso di
preiniziazione. RNA polimerasi II e fattori di trascrizione

generali
Altre due sequenze di promotori

Scatola 1-CAAT

Scatola da 2 CG
mMRNA
I GGGCGG % = CCAAT { } GGGOGE I [lTATAA} E
-100 75 50 25 +1

Figura (15): Altre due sequenze di promotori.
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I fattori di trascrizione regolatori riconoscono gli
elementi di regolazione cis situati vicino al

promotore centrale.

Queste sequenze sono note come elementi di risposta,
elementi di controllo o elementi regolatori. Il legame di
queste proteine a questi elementi influenza la trascrizione di
un gene associato. Una proteina regolatrice che aumenta la

velocita di  trascrizione viene definita  attivatore.
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La sequenza che lega ¢ chiamata enhancer.

Una proteina regolatrice che diminuisce la velocita di
trascrizione ¢ definita repressore. La sequenza a cui si lega ¢

chiamata silenziatore.

Activator
protein

RNA polymerase
and general
transcription

factors

Enhancer Core RNA transcription
promoter g increased.

(a) Gene activation

Repressor
protein

Silencer Core
promoter  RNA transcription
is inhibited.

(b) Gene repression

Figura (16): Altre due sequenze di promotori.
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Caratteristiche strutturali dei fattori di trascrizione
regolatori
Le proteine dei fattori di trascrizione contengono regioni,

chiamate domini, che hanno funzioni specifiche. Un dominio
potrebbe servire a legare il DNA. Un altro potrebbe fornire
un sito di legame per le molecole effettrici. Un motivo ¢ un
dominio o una porzione di esso che presenta una struttura
molto simile in molte proteine diverse. I motivi
sono caratteristiche strutturali e 1 domini sono regioni

funzionali (non necessariamente legate alle dimensioni).

{2} Halix-lum-holix motd

{b) Halix-3oop-hekx motf

The recognition helix recognizes and makes
contact witha base sequence alongthe major
groove of DNA
Hydrogen bonding betweenan a-helixand
nucleotide bagses is one way a transcription
factor can bind to DNA
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Composedof one a-helix Two a-helices
and two B-sheets held intertwineddue to
togetherby a zinc (Zn++ leucine motifs

Alternating le
in both prof
u

r

() Losssiens Zippar motd

&) Zine fiewgar mei Homodimers are formed by
two identical transcription
factors;
Heterodimers areformed b

Note: Helix-loop-helix motifs
can also mediate protein

Figura (17): Caratteristiche strutturali dei fattori

trascrizione regolatori.
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Motivi dei fattori di trascrizione

I fattori di trascrizione appartengono a diverse classi basate
su specifici tipi di domini o motivi di legame. Molti
contengono un'elica che si inserisce nel solco maggiore del
DNA. Riconosce la particolare sequenza nucleotidica che
riveste il solco. Il legame tra l'aa e il DNA (compresa la spina

dorsale del DNA) avviene tramite:

1- Forze di Van der Waals (idrofobiche)
2- Legami ionici

3-E i legami a idrogeno.

Controllo dell'espressione genica
Motivi dei fattori di trascrizione 1
2-Motivi comuni dei fattori di trascrizione
Dito a 3 zinchi

4-elica-loop-elica (HL.H)

Il motivo ¢ caratterizzato da due a-eliche collegate da
un'ansa. In generale, 1 fattori di trascrizione che includono

questo dominio sono dimerici, ciascuno con un'elica
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contenente residui aminoacidici basici che facilitano il

legame al DNA.

1-Cerniera della leucina (LZ)
Scatola 2-HMG

3-Funzione condivisa
4-Struttura stabile

5-Le sequenze di riconoscimento del DNA sono posizionate

correttamente.

Motivi di legame del DNA
1-Dita di zinco
Cerniere a 2 leucine
3-Helix-gira-elica

4-elica-loop-elica
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Dito di zinco

I domini Zinc Finger (Znf) sono motivi proteici
relativamente piccoli che contengono piu dita. Sono stati
identificati per la prima volta come motivo di legame al DNA
nel fattore di trascrizione TFIIIA. Un dito di zinco ¢ un
piccolo motivo strutturale proteico caratterizzato dalla
coordinazione di uno o piu ioni zinco (Zn*"), il nome dito di
zinco ¢ arrivato a comprendere un'ampia varieta di strutture

proteiche diverse.
Struttura dei fattori di trascrizione

Contengono diversi domini che mediano le diverse funzioni
almeno due domini, dominio di legame con il DNA, dominio
di attivazione, comunemente formano dimeri. Esempio
Recettore dei glucocorticoidi, lega il DNA all'elemento di
risposta ai glucocorticoidi (GRE), dominio legante il ligando

/ dominio legante il DNA / dominio di attivazione.
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Elemento di legame dei fattori di trascrizione
5'-AGAACAnnnTGTTCT-3'
3-TCTTGTnnnACAAGA-5

1-A palindromo

2-La doppia natura ¢ importante

3-Pareti di polipeptidi GR si legano al DNA formando
dei dimeri

Repressione della trascrizione

Le cellule possiedono anche elementi di regolazione

negativa. Meccanismi:

1 - Legarsi agli elementi promotori.

2-Blocco dell'assemblaggio del complesso di preiniziazione.

3-Inibizione del legame o del funzionamento degli attivatori
trascrizionali. 4-Modificare il DNA e la sua interazione con i

nucleosomi.

5- Alcuni fattori di trascrizione attivano alcuni geni e ne

reprimono altri.
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Meccanismi di repressione della trascrizione

1 - Legarsi agli elementi promotori

2-Blocco dell'assemblaggio del complesso di preiniziazione
®)

Repression
domain
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Inibizione del legame o del funzionamento degli attivatori
trascrizionali.

(A)

Activator

ANARIN S RS ARAARR ALY

TATAA Q’

Figura (21): Meccanismi di repressione della trascrizione
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Repressione della trascrizione
Metilazione del DNA. I gruppi metilici possono essere attaccati

alla citosina (posizione C5). Metiltransferasi. I gruppi metilici
forniscono un'etichetta. Nei mammiferi fanno sempre parte di
sequenze simmetriche. Concentrati in domini ricchi di CG.
Spesso nelle regioni promotrici. La metilazione del DNA del

promotore ¢ altamente correlata alla repressione genica.

3
Cytosine
2
0

N3

5-Methylcytosine i
0O 1

N

I ® 2000 ASM Press and

Sinaver Associates, Ine

Figura (22): Repressione della trascrizione
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Metilazione del DNA

Mantiene un gene in stato inattivo piuttosto che avviare la
repressione genica - Esempio:

1-L'attivazione dei geni di un cromosoma X nei mammiferi
femmina avviene prima di un'ondata di metilazione.

2-Le variazioni dei livelli di metilazione del DNA nel corso
della vita. 3-Primo zigote: la maggior parte dei tag
di metilazione viene rimossa.

4-Impianto: si verifica una nuova ondata di metilazione.
5-Esempio  importante -  Imprinting  genomico.

Imprinting genomico

Alcuni geni sono attivi o inattivi durante lo sviluppo precoce.
A seconda che si tratti di geni paterni o materni.

Ad esempio, I'IGF-2 ¢ attivo solo nel gene del genitore
maschio. Il gene ¢ imprintato in base all'origine dei genitori.

Il genoma dei mammiferi presenta > 100 geni
imprintati in gruppi.  L'imprinting ¢ dovuto alla metilazione

selettiva di uno degli alleli.
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Imprinting genomico

Nell'embrione precoce le ondate di demetilazione e di
nuova metilazione non influenzano la metilazione dei geni

imprintati.

Pertanto, gli stessi alleli sono interessati dallo zigote fino allo

stadio adulto dell'individuo.

Struttura della cromatina e trascrizione

I1 DNA non ¢ nudo, ma avvolto attorno a complessi di istoni

per formare 1 nucleosomi.

Come fanno i fattori-di trascrizione e le RNA polimerasi a

interagire con il DNA strettamente associato agli istoni?

A quanto pare, la struttura dei nucleosomi inibisce 1'avvio

della trascrizione.

L'avvio della trascrizione richiede I'assemblaggio di grandi
complessi e 1 nucleosomi bloccano l'assemblaggio al

promotore centrale.
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Coactivator

Activator

Acotylated histonoes
Active chromatin
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Deacotylated histonoes
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Figura (24): Controllo dell'acetilazione e della deacilazione.
Modificazioni istoniche fondamentali, lisina acetilata (ack),
arginina metilata (meR), lisina metilata (mek), serina

fosforilata (ps) e lisina ubiqitinata (uk).
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Ormoni steroidei e fattori di trascrizione regolatori
I fattori di trascrizione regolatori che rispondono agli ormoni

steroidei sono definiti recettori steroidei. L'ormone si lega
effettivamente al fattore. L'effetto finale di un ormone steroideo
¢ quello di influenzare la trascrizione genica. Gli ormoni
steroidei sono prodotti dalle ghiandole endocrine. Vengono
secreti nel flusso sanguigno. Quindi vengono assorbiti dalle
cellule. Le cellule rispondono agli ormoni steroidei in modi
diversi. Glucocorticoidi. Influenzano il metabolismo dei
nutrienti nella maggior parte delle cellule. Promuovono
l'utilizzo del glucosio, la mobilizzazione dei grassi e la
demolizione delle proteine. Gonadocorticoidi. Comprendono gli
estrogeni e il testosterone. Influenzano la crescita e la funzione

delle gonadi.

Heat shock protein Heatshock
proteinsleave
Glucocorticoid - N

Cytoplasm 7~ whenhomone
Ymnspom't/ & '/b 5 S

Glucocorticoid

Glucocorticoid
Response Elements
Thesefunctionas = GRE GRE -

—
enhancers
' TTranscription of
targetgeneis
d
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Figura (25): Ormoni steroidei e fattori di trascrizione

regolatori.

La proteina CREB

La proteina CREB ¢ un altro fattore di regolazione
trascrizionale che opera all'interno delle cellule viventi.
CREB ¢ l'acronimo di cAMP response
element binding.  La proteina CREB si attiva in risposta a
molecole di segnalazione cellulare che provocano un
aumento del Camp. Adenosina monofosfato ciclico. La
proteina CREB riconosce un elemento di risposta con la
sequenza consensuale 5'-TGACGTCA-3".  Questo elemento
¢ stato definito elemento di risposta al cAMP (CRE).

Phosphoryiated CREB
binds to DNA and
stimulates transcription

Unphosphorylated
CREB can bind to

protein

DNA, butcannot = £
activate RNA pol The activity of the CREB protein

Figura (26): La proteina CREB
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Regolazione dell'espressione genica

Comprende un'ampia gamma di meccanismi utilizzati dalle
cellule per aumentare o diminuire la produzione di specifici
prodotti genici (proteine o RNA) ed ¢ informalmente definita
regolazione genica.

Praticamente ogni fase dell'espressione genica puo essere
modulata, dall'iniziazione trascrizionale all'elaborazione
dell'RNA, fino alla modifica post-traslazionale di una proteina.

Spesso, un regolatore genico ne controlla un altro e cosi via,
in una rete di regolazione genica.

Il primo
La scoperta di un sistema di regolazione genica ¢ ampiamente

considerata 1'identificazione nel 1961 dell'operone lac, scoperto
da

Frangois Jacob e Jacques Monod in cui alcuni enzimi
coinvolti nel metabolismo del lattosio sono espressi da E. coli

solo in presenza di lattosio e in assenza di glucosio.

L'espressione genica nei batteri ¢ controllata dal modello
dell'operone

L'importanza della regolazione genetica ¢ indicata dai premi
Nobel assegnati a queste discipline.
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1. Jacob e Monod hanno ricevuto il premio Nobel per la

scoperta della regolazione procariotica nel 1965.

2. 2006 Chimica: Roger Kornberg, studi sulla regolazione

dei geni eucariotici;

2006 Medicina: Andrew Fire, Craig Mello scoprono
l'interferenza del'RNA
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Espressione genica
Il processo attraverso il quale 1'informazione di un gene viene

convertita nelle strutture e nelle funzioni di una cellula mediante
un processo di produzione di una molecola biologicamente

funzionale di proteina o di RNA (prodotto genico).

Si presume che sia controllata in vari punti della sequenza che

porta alla sintesi proteica.

Figura (27): Espressione genica regolata in diversi geni
a diversi stadi.

59



Negli organismi multicellulari, 1a regolazione genica guida

La differenziazione cellulare e la morfogenesi nell'embrione
portano alla creazione di diversi tipi di cellule che possiedono
diversi profili di espressione genica a partire dalla stessa
sequenza genomica. Questo spiega come funziona l'evoluzione a
livello molecolare ed ¢ il fulcro della scienza della biologia
evolutiva dello sviluppo ("evo-devo"). L'evento iniziale che
porta a un cambiamento nell'espressione genica comprende
l'attivazione o la disattivazione dei recettori.

L'espressione genica eucariotica € regolata in molti stadi

* Tutti gli organismi devono regolare quali geni sono
espressi in un determinato momento.

* Negli organismi  multicellulari la  regolazione
dell'espressione genica ¢ essenziale per la specializzazione
cellulare
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Espressione genica

1. Spazio :

Non tutti i prodotti genici sono necessari per ogni tipo di

cellula
2. Temporale :
Geni diversi espressi in tempi diversi:
¢ Stimoli ambientali

e Ormoni

e Soprattutto nella formazione dei tessuti e degli

organi in fase di sviluppo.

Esempi spaziali e temporali

* Spazio
* La tubulina nelle piante
* I microtubuli si trovano in molti luoghi
* TUAI- grani di polline; TUB1- radici

* Temporale
 geni della globina
* Tetramer (poi aggiungere il gruppo eme)
* Alcuni nell'embrione, nel feto e dopo la nascita

* Pseudogeni - gene duplicato con segnale
terminazione
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Nello spazio:

Ogni striscia colorata in questo embrione di mosca mostra
l'espressione di un gene o di un insieme di geni diversi. La
regolazione spaziale di questi geni permette di suddividere
I'embrione in diverse regioni che daranno origine alla testa, agli

organi interni, all'addome, ecc.

In abbondanza:

Si noti come il gene la cui espressione ¢ indicata in blu varia
in abbondanza da una forte espressione. (freccia in grassetto) a
una debole (freccia sottile) all'interno del suo dominio di
espressione. Queste differenze nella forza dell'espressione

genica hanno importanti conseguenze funzionali.

Chlyde et al. {2003). Nafune 426:8435-853

Figura (28): Espressione genica
La regolazione genica ¢ importante non solo durante lo
sviluppo, ma anche nel mediare le variazioni comuni tra gli

individui, le malattie e i difetti congeniti e 1'evoluzione.
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Importance of gene regulation

—= behavior
commonvariation | pattern

e\)olution . %
i@gr NS .
R/ .‘_

¢

chromosome
inactivation

metabolism

i pathology (mutation)

Figura (29): Importanza della regolazione genica,
dell'evoluzione, della variazione comune, dell'inattivazione
cromosomica, del metabolismo, della patologia (mutazione) e

del comportamento.
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Controllo genico
1. In un organismo multicellulare esistono diversi tipi di cellule

(globuli bianchi, neuroni, cellule epiteliali).

2. Ogni tipo di cellula deriva dall'espressione selettiva di un

sottoinsieme di geni nel genoma.

3. In molti casi, il programma genetico che predetermina una
cellula a essere di un certo tipo pud essere riprogrammato per

diventare un altro tipo di cellula.

4. Molti processi biochimici sono comuni a tutti i tipi di cellule
e quindi la maggior parte dei geni sono espressi in tutti i tipi di

cellule, ad esempio gli enzimi della via glicolitica, 1'actina.

5. Altri processi biochimici sono specifici di alcune cellule,

come 1'emoglobina nei globuli rossi.

6. In molti casi, questi geni tessuto-specifici sono altamente
espressi in uno o pochi tipi di cellule e non sono affatto espressi

in altri.
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Differenziazione cellulare negli eucarioti superiori
1. Ogni cellula di mammifero contiene lo stesso insieme

completo di genoma, indipendentemente dai tessuti o dagli
organi da cui proviene (due copie, tranne le cellule aploidi). Il
nucleo contiene tutte le informazioni necessarie, codificate nel

DNA, per controllare la formazione di un intero organismo.

2. Tuttavia, diversi tipi di cellule di mammifero esprimono
proteine molto diverse, anche se ogni cellula ha lo stesso

complemento di geni.

Single Cell
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Figura (29): Differenziazione cellulare negli eucarioti

superiori.

65



Differenziamento cellulare negli eucarioti superiori
3. In addition, the same type of cells can have different patterns of protein
synthesis during different developmental stages, for example the globin genes

I wow zzft Aoy 8B

twomescre's 5 ——HE— AE-EHE—EHE » orercsemen

Ad s raewoygiozies .,= .\— £ %
o B %k G %

Different members of the globin gene family are are transcribed at different stages of
human development

2 so al _ Haemoglobin F
3 - g
& o 8 B 3
= =
£ 20 g Haemoglobin A
= 5
= \ 2
8 ~ £
5 10 ] k4
e 0 ,_.5__.__’_ S Haemoglobin A,
o O I VST P - ‘ I
= 18 %0+ o6 18 o 5 16 28 0 3 6 s
Prensval sge (weeke) | Postnatal age (weeks) <~ Weeks from conception—=—— Months of age ——>
Birth =

Haemoglobins Birth
Gower 1, Gower 2 and
Portland 1

Figura (30): Differenziazione ‘cellulare negli eucarioti
superiori

Gli organismi eucariotici traggono molti vantaggi dalla
regolazione dei propri geni

. Per esempio

. Sono in grado di rispondere ai cambiamenti nella
disponibilita di nutrienti

. Sono in grado di rispondere alle sollecitazioni ambientali

. Nelle piante e negli animali, la multicellularita e una
struttura cellulare pit complessa richiedono un livello di
espressione genica molto piu elevato.
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intestines

Figura (31): Regolazione genica e sviluppo della nutrizione
(organi, tipi di cellule).

La regolazione genica ¢ necessaria per garantire

1. Espressione dei geni secondo uno schema preciso durante le

varie fasi di sviluppo del ciclo vitale.

Alcuni geni sono espressi solo durante le fasi embrionali,

mentre altri sono espressi solo nell'adulto.
2. Differenze tra i diversi tipi di cellule

Le cellule nervose e muscolari hanno un aspetto cosi diverso a
causa della regolazione dei geni piuttosto che delle differenze

nel contenuto di DNA.
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REGULATION OF
GENE EXPRESSION

egulatory transcription fa
may activate or inhibit
transcription.
The compaction level of chro
influences transcription.
DNA methylation (usually) inhibits
transcription.

Translation may be regulated by the phosphorylation
of translational initiation factors.

Translation may be regulated by proteins that bind to
the 5" end.

mRNA stability may be influenced by RNA binding
proteins.

Protein

Translation

i F tion and covalent modifications
modifications regulate protein function.

Functional protein

"
Figura (32): La re&ﬁzione genica €& necessaria per

garantire. <<O
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La definizione di regolazione genetica
In senso stretto:

Regolazione della trascrizione
In senso piu ampio:

Regolazione dell'espressione e del funzionamento dei prodotti

genici (RNA e proteine).
Perché regolare l'espressione dei geni?

1. Non tutte le proteine sono sempre necessarie. E economico
produrre le proteine secondo  le necessitd, in quantita

adeguate al fabbisogno.

2. E necessaria per la differenziazione cellulare. Anche se
tutte le cellule di un organismo hanno lo stesso DNA, le
cellule di tessuti diversi svolgono funzioni diverse e
richiedono proteine diverse per svolgere tali funzioni.
Alcuni geni sono attivati e altri disattivati secondo schemi

diversi nelle varie cellule.
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A
comprendere i principi dell'espressione genica?

Come nella maggior parte dei campi della scienza, due

motivazioni guidano la ricerca scientifica:

La gioia della scoperta o dell'applicazione pratica dei risultati

scientifici.

Secondo i piu recenti risultati scientifici, ¢ I'espressione genica

e non la struttura genica a determinare il fenotipo.

Abbiamo un genoma quasi identico a quello dello scimpanzé,

ma alcuni geni importanti sono-espressi in modo diverso.

La comprensione della regolazione genetica sara essenziale
nella medicina del prossimo futuro. Oggi i chip di DNA e

proteine sono ampiamente utilizzati:
1. diagnostica.
2. La terapia genica sara l'unico rimedio per diverse malattie.

3. Le informazioni sull'espressione genica saranno importanti

anche per l'assistenza sanitaria individuale.
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Regolazione genica negli eucarioti
- Aspetti fisiologici:

» Gli animali devono generare molti tipi di cellule diverse

da un singolo uovo (tempo e spazio).
» Le diverse cellule sono organizzate in diversi
tessuti/organi ed esprimono proteine diverse.

- Aspetti strutturali:

The language of regulation

Eukaryotic Regulatory elements

Promoters
= - @
Binding'sites'for i’ unction: : :
RNA polymerase enhancers,

transcriptio
repressors (or factors (called
SUpPressors) activatars or

SUppressors)

Figura (34): Regolazione genica negli Eucarioti.
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Regolamento
Negli eucarioti, il livello di regolazione ¢ maggiore rispetto ai

procarioti, grazie alla complessita degli organelli.

Figura (35): Regolazione nelle cellule procariotiche.
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La regolazione dell'espressione genica
1. Controllo a livello genomico

Coinvolge il silenziamento o l'espressione a livello della

struttura cromatinica o del DNA.
2. Controllo a livello trascrizionale

- Comporta l'attivazione o la  disattivazione

dell'espressione genica.

- I punto di controllo piu importante per la maggior parte

dei geni

3. Elaborazione dell'mRNA ¢ controllo del trasporto

nucleare

- Controllo del modo in cui il trascritto primario dell'RNA

viene sottoposto asplicing o a elaborazione

- Alcuni RNA sono trasportati selettivamente nel

citoplasma

4. Controllo del livello traslazionale

- Selezione di quali mRNA vengono tradotti dai ribosomi
- Controllo della stabilita del'mRNA

5. Elaborazione post-traduzionale

- A livello di proteine
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- Pud essere modificato da vari meccanismi, come la

fosforilazione, il legame con 1 ligandi, ecc.

- influenzato dai tassi di degradazione delle proteine o

dalla loro localizzazione subcellulare.

I | Gene 1 [ | Gene 2 | | Gene 3 | I

ANSCRIPTIONAL-
EL CONTROL Nascent RNAs

Y

Exon 1 Exon 2 Exon 3 Exon 4
N T W .
T

O Primary transcript
=23 il

PROCE - 21

LEVEL CO EEn

TRANSLATIONAL-
LEVEL CONTROL

Inhibitor

Nascent polypeptides \

Copyright 1999 John Wiley and Sons. inc. &l nights reserved.

Figura (36): Regolazione dell'espressione genica.

1.  Controllo a livello genomico

1. Nel genoma sono presenti regioni trascrizionalmente attive e

inattive.

2. Come vengono controllate queste regioni?
A. Metilazione dei residui di citosina nel DNA
B. Modificazioni istoniche
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i. Acetilazione degli istoni

ii. Metilazione degli istoni

C. Rimodellamento della cromatina
3. Questi sono i tipi di epigenetica
Che cos'¢ I'epigenetica?

- Cambiamenti nel fenotipo (aspetto) o nell'espressione genica

causati da

o Meccanismi diversi dalle modifiche della sequenza di DNA
sottostante, da cui la

o Nome epi- (greco: oltre; sopra) -genetica.

- Le modifiche possono rimanere attraverso le divisioni cellulari
per il resto della vita della cellula e possono anche durare per

piu generazioni.
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Struttura della cromatina
e L'impacchettamento tridimensionale della cromatina ¢ un

parametro importante che influenza I'espressione genica

e [La cromatina ¢ una struttura molto dinamica che puo
alternarsi tra due conformazioni

e Conformazione chiusa

e La cromatina ¢ molto compatta

e La trascrizione puo essere difficile o impossibile

e Conformazione aperta

e La cromatina ¢ altamente estesa

e [a trascrizione puo avvenire

Regolazione della struttura della cromatina

I geni all'interno dell'eterocromatina altamente impacchettata
di solito non vengono espressi. Le modificazioni chimiche degli
istoni ¢ del DNA della cromatina influenzano sia la struttura

della cromatina sia 'espressione genica.
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Cambiamenti nella struttura della cromatina
I cambiamenti nella struttura della cromatina possono

comportare cambiamenti nella struttura del DNA e/o

cambiamenti nella compattazione cromosomica.
Queste modifiche includono:

1. Amplificazione genica

2. Riarrangiamento genico

3. Metilazione del DNA

4. Compattazione della cromatina

2 CpG islands

Genomic regions that contain a high

frequency of €G di nucleotides.

CpG, "——C—phosphate—G—" nucleotides on one DNA
sirand and complemeniary C-G base-paring on fwo DNA
strands

Figura (38): Cambiamenti nella struttura della cromatina
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Le isole CpG si trovano in particolare in corrispondenza o in
prossimita

II sito di inizio della trascrizione dei geni housekeeping
Gene di mantenimento

Un gene coinvolto in funzioni di base ¢ necessario per il
sostentamento della cellula. I geni di mantenimento sono
espressi in modo costitutivo.

. Gene di lusso

Sono quelli che codificano per funzioni specializzate,
sintetizzati (di solito) in grandi quantita in particolari tipi di
cellule.

MBDs bounditoimethylate d M Ep G, recruits: histone

Stathyl groug

Methylated DNAbound by
H

prateins (MBDs)

recruitsiadditional proteins

| DR meIIransie e

Figura (39): Le isole CpG si trovano in particolare in
corrispondenza o in prossimita di.

78



Controllo a livello genomico :

(B) Modificazioni istoniche
Acetilazione degli istoni

1. Le istone acetiltransferasi (HAT) acetilano le proteine

istoniche = geni trascrizionalmente attivi.

Modificazioni istoniche

* Nell'acetilazione degli istoni, i gruppi acetilici sono
attaccati alle lisine cariche positivamente nelle code degli
istoni.

* Questo allenta la struttura  della cromatina, favorendo
l'avvio della trascrizione.

* L'aggiunta di gruppi metilici (metilazione) puo
condensare la cromatina.

* l'aggiunta di gruppi fosfato (fosforilazione) accanto a un

amminoacido metilato puo allentare la cromatina.
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Histone protein

Positively charged tails of
nucleascrmal histone
—  proteins probably interact

with the negatively charged
phosphate groups of ONA.

Positively
charged tail

with DNA and rmay permit
some transcription factors

B Acctylation of 1 the 1ails
weakens their interaction
10 bind to DNA.

18.2 The acetylation of histone
il tin structure

P alters chr
and permits some transcription
factors to bind to DNA.

K

. . . . \/
Figura (40): Modificazioni degli is}g@? mediante acetilazione.
&
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Controllo a livello genomico :
(B) Modificazioni istoniche
1-Deacitelasi (HDAC) - elimina la

Gruppo 2-acetilico = geni trascrizionalmente inattivi.

Histone Acetylation 11 Histone Deacetylation

Figura (41): Modificazioni degli istoni da parte delle
deacitelasi (HDAC).
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Cromatina: DNA + Istoni
1. Eucromatina = geni attivi e poco compatti
ii. Eterocromatina = regione condensata, geni

trascrizionalmente silenzioso.

CHROMATIN

histones

“’5”‘@ nucleosomes

82



Figura (42): Cromatina: DNA + -istone. Eucromatina =
regione allentata, geni attivi. Eterocromatina = regione

condensata, geni trascrizionalmente silenziosi.
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Transcription factors
RErLa polvimerase

Transcriotion t— o Acetyiation
n I i n .
LD L A L
£ - £ - £

and associated
CO-repraessors

© Deacetylation

Tra% e  tare
7555
T O -

Transcriptional silencing

MNature Reviews | Genelics

Figura (43): Trascrizione, fattori di trascrizione e
deacetilazione nella cromatina.
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Controllo a livello genomico
Associazione tra metilazione CpG e acetilazioni degli istoni
1. Silenziamento dovuto alla compattazione della cromatina.

2. Interferire con l'ingresso dei fattori di trascrizione.

Controllo a livello genomico :

(B) Modificazioni istoniche

ii. Metilazione degli istoni

1.Aggiunta di gruppi metilici alla coda delle proteine istoniche

2. L'attivazione o la repressione dipendono dagli amminoacidi

della coda.
metilato.
3. Per l'attivazione della trascrizione:

- Aggiunta di metile alla lisina 4 nella coda della proteina istone

H3 (H3K4me3)

- Si trova spesso nei promotori di

geni trascrizionalmente attivi.

(NURF) = Fattore di rimodellamento dei nucleosomi

4. Per la repressione della trascrizione

85



- L'aggiunta di metile alla lisina 9 nella coda della proteina

istone H3 (H3K9me3

Initiation/
elongation

=

) \

b
Attenuation/
H3K4me3 repression

A N

Figura (44): Proteine leganti H3K4me.
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Controllo a livello genomico :
(C) Rimodellamento della cromatina

Alcuni fattori di trascrizione e proteine regolatrici alterano la
struttura della cromatina senza alterare direttamente la struttura

chimica degli istoni.

2. Conosciuto come: Complesso di rimodellamento della

cromatina.

3. Si legano direttamente a particolari siti del DNA e
riposizionano i nucleosomi, permettendo ai fattori di trascrizione

di legarsi ai promotori.

(A} Inactive conformation
TAP binding

TBP binding
ite,

Narive chromatin cannot be
transcribed; the DNA-
binding sites are inaccessible.

Chromatin-remodelin,
complexes (CRCs) perturb or

n!
access to DNA-binding sites

< hrornau'n“—re modeling
complex {CAC)

—
TAP kinding
site

RNA polymerase
holoenzyme about 10 join
the ranseription complex.

(D} Active conformation TAID  TATA-box-binding
\ protain (TBP}

Transcriptional
activator protein
(TAF) binds with its
target site in DNA.

RNA polymerast
holoenzyme

activator

Transeriptional AP cecruits TEID and
rotain (TAP) TBP to the TATA box.

Figura (45): Rimodellamento della cromatina
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Controllo a livello genomico :
Ipersensibilita alla DNasi I

Come facciamo a sapere se i geni sono trascrizionalmente

attivi?

Le regioni intorno ai geni diventano altamente sensibili
all'azione della DNasi I. Regioni note come: Siti ipersensibili

alla DNasi 1.
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[ s
Transcription
nucleosome cons fuckor
AN AN e
/| \‘ .’.

C = Control (no DNase I) Region of DNase [
Uw Uninduced + DNase | hypersensitivity
¢ U 1 |l=Induced (Adh transcriptionally
active) + DNase |

Figura (46): Controllo a livello genomico. Ipersensibilita alla
DNasi L.
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Si sviluppa a circa 1kb a monte del sito di inizio della
trascrizione. Indica che queste regioni adottano una

configurazione piu aperta.

ﬁ Before replication, 1

DNA is fully methylated |

{ at CpG dinucleotides. |
— =

=z
g? @/S—Methyicytosine

DNA

&S ﬁring replication,
S new DNA strands are
@B . synthesized without

methyl groups.

l ﬁAfter replication, each

{ new DNA molecule will
have methylation on

gE: @2 ‘(;,:I one strand but not the
other: the DNA is

| hemimethylated.

@B &D
l Methyltransferase
enzyme —
Y Methyl groups attract 1
— e ___  methyltransferase

@D i enzymes, which add |
] methyl groups to the |

= = — [ unmethylated strand. ...

BB . resulting in fully
_—~  methylated DNA.

— &l

Figura (47): La metilazione del DNA ¢é mantenuta in modo
stabile attraverso la replicazione del DNA.
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