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Processo mediante il quale
I’informazione contenuta in
una sequenza di DNA
(gene) viene copiata in una
sequenza complementare di
RNA dall’enzima RNA

polimerasi



Solo una frazione del genoma viene trascritta, quella CODIFICANTE,
organizzata in unita funzionali dette GENI

Trend evolutivo: con D'aumentare delle dimensioni del genoma
aumenta la frazione non codificante

® coding © non coding
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dimensioni: 4,7 12,1 100 3300 Mb




Nei procarioti i singoli geni sono separati da brevi sequenze non codificanti

------- g oo R

Negli eucarioti i singoli geni sono separati da lunghissime sequenze non
codificanti




La sintesi dell’RNA ¢ una tappa fondamentale dell’espressione dell’informazione genetica.

La trascrizione produce non solo ’RNA messaggero (mRNA), ma tutti 1 tipi di molecole di
RNA, stabili e a breve emivita.

Tutte le molecole di RNA prodotte dalla trascrizione partecipano al processo di espressione
genica.

Nelle cellule eucariotiche i trascritti primari di RNA, in particolare i pre-mRNA, sono

modificati estensivamente per diventare molecole di RNA mature, pronte a svolgere la loro
funzione biologica

Transcription

DNA
Filamento stampo —
(coding strad)
Per ogni gene uno solo ATGCTAGGC
dei due filamenti del UACGA U
DNA ¢ codicante e ———— [~
mRNA L
G &&
- ¢

ribonucleotides



Geni diversi posti sullo stesso cromosoma

possono avere come “‘coding strand” filamenti
diversi del DNA

Nontemplate strand Template strand
of gene 1 RNA of gene 2

RNA Template strand RNA Nontemplate strand RNA
polymerase of gene 1 of gene 2 polymerase

Gene 1 Gene 2




Visione d’insieme della trascrizione
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In1z1o della trascrizione
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RNA polimerasi

si lega al DNA in corrispondenza del Ioromotore

e “copia” Il filamento di DNA stampo a partire dal sito di inizio
della trascrizione



Promotore

E’ una sequenza specifica del DNA che viene riconosciuta dalla RNA
polimerasi e determina DOVE la sintesi del mRNA inizia e QUALE
filamento del DNA debba essere utilizzato come stampo.

Promotore procariotico

Promotore
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Allungamento della catena del’RNA

(A)

start stop
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| due filamenti di DNA si svolgono e il DNA puo essere copiato. La RNA polimerasi,
a differenza della DNA polimerasi, non ha bisogno di un innesco

Procarioti: RNA polimerasi si lega direttamente al promotore
Eucarioti: fattori di trascrizione proteici legano il promotore prima dell’ RNA

polimerasi I



Allungamento della catena del’RNA

Movimento

della polimerasi
RNA POLIMERASI ‘
Filamento
codificante Srotolamento
\ del DNA

o TeLENEuET

‘ ' . I' oL Nucleotide che viene aggiunto

all'estremita 3" dell’lRNA
- ‘ 5
- NT
Regione ibrida

RNA-DNA

Riavvolgimento
del DNA
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stampo

Figura 19-11

La RNA polimerasi ha attivita elicasica



Allungamento della catena dell’RNA
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A differenza delle DNA polimerasi, le RNA polimerasi non hanno
attivita di “proof reading”




Effetto di errori delle polimerasi

DNA mutato

+

Errore
della DNA
polimerasi

DNA wt

Errore
della RNA
polimerasi

)

Tutte le molecole di RNA
portano la mutazione

-

Una sola molecole di RNA
porta la mutazione



Terminazione

TERMINATION AND RELEASE OF
POLYMERASE AND COMPLETED
RMNA CHAIN }

3I
sigma factor
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terminataor

Sequenze specifiche sul DNA (terminator) determinano 1’arresto della
trascrizione in corrispondenza di un determinato nucleotide (STOP site)



Nei procarioti il trascritto viene subito tradotto in proteina
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nel nucleo delle cellule eucariotiche invece avviene un complicato
processo di MATURAZIONE prima che il trascritto venga esportato
nel citoplasma e tradotto.

Involucro nucleare “<°
\

Trascrizione

_ Traduzione

(a) Cellula procariotica

Ribosoma

S
Z 2% o

Polipeptide

(b) Cellula eucariotica



Dal nucleo al citoplasma

pori nucleari

Dal nucleo dove avviene la trascrizione, gli RNA messaggeri maturi
passano attraverso i pori nucleari nel citoplasma, dove vengono
tradotti



Splicing

Nei geni degli eucarioti le
sequenze  codificanti  per
proteine (esoni) sono interrotte
da sequenze non codificanti
(introni).

Il trascritto primario, prima di
abbandonare il nucleo, viene
sottoposto ad un processo di
taglio e ricucitura (splicing):
gli introni vengono eliminati e
gli esoni riuniti uno all’altro.
La molecola di mRNA maturo
che esce dal nucleo sara
costituita da una sequenza
codificante continua.
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Splicing alternativo
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Splicing alternativo

* Il fenomeno dello SPLICING alternativo negli eucarioti
aumenta il potenziale espressivo del genoma

* E’laregola, non I’eccezione

* Mediante forme di splicing alternativo da uno stesso gene
possono derivare trascritti diversi che, una volta tradotti,

danno luogo a proteine simili ma diverse



La quantita di un mRNA nella cellula dipende
dalla sua velocita di sintesi e di degradazione
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Regolazione dell’espressione genica

Solo alcuni geni vengono costituzionalmente trascritti per ogni cellula (geni
housekeeping: enzimi del metabolismo, RNA polimerasi, ribosomi, istoni...)

Per tutti gli altri esistono molti meccanismi che permettono di regolare se, quando
(meccanismi di regolazione temporali) e quanto un gene deve essere trascritto

Cio e particolarmente evidente e importante negli organismi eucarioti
multicellulari dove esiste una regolazione tessuto specifica (cellule diverse producono
proteine diverse)

Anche nei procarioti tuttavia vi sono meccanismi di regolazione
dell’espressione genica—> OPERONI



Potenziali punti di controllo

dell’espressione genica 1

Pre-trascrizionale

In primo luogo la conformazione
della cromatina condiziona la
trascrizione (cromatina addensata =
trascrizionalmente inattiva)
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Riassumendo: Trascrizione suddivisa In tre fasi:

da il via alla trascrizione e richiede la presenza di un promotore, una
specifica sequenza di DNA a cui I’'RNA polimerasi si lega molto saldamente. Esiste
almeno un promotore per ogni gene.
| promotori sono importanti sequenze di controllo che “dicono” all’RNA polimerasi
tre cose:
dove Iniziare la trascrizione
quale «filamento di DNA leggere»
-la direzione da prendere dal sito di inizio

dopo avere interagito con il DNA promotore per legarvisi
saldamente, la RNA polimerasi procede aprendo la doppia elica del DNA, cosicche
vengono esposti I nucleotidi di entrambi 1 filamenti per un breve tratto. Uno dei due
filamenti fa da stampo per I’appaiamento complementare delle basi presenti nei
nucleotidi in arrivo, due dei quali vengono uniti dalla polimerasi per cominciare la
catena di RNA. Quindi I’allungamento della catena prosegue finche I’enzima non
incontra un’altra sequenza detta segnale di terminazione.

TERMINAZIONE: guando la RNA polimerasi raggiunge la sequenza detta segnale
di terminazione, o codone di STOP . Si ferma la RNA polimerasi lasciando libero sia
lo stampo che il polimero appena sintetizzato
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TRASCRIZIONE
INIZIO, ALLUNGAMENTO E TERMINE

L'RMNA polimerasi si lega
alla regione del promotore sul DNA

| ! —F N
YVJ/ Sequenza
Regione di terminazione

del promotore

Direzicne .
della trascrizione Filamento
S stampo del DNA
5% T 5

N
Trascritto di RNA

Riavvolgimento  Swvolgimento
del DNA del DNA

S,

5!

=% ?
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Y
Trascritto di RNA

RNA
polimerasi

DNA @ Inizio. URNA polimerasi svolge

la doppia elica del DNA ed inizia la sintesi
del'/RNA.

(2] Allungamento. | nucleotidi successivi
soho aggiunti all'estremita 3' della
molecola di RNA. Dopo la trascrizione, si
riforma la doppia elica del DNA.

© continua allungamento

DNA O Terminazione. LRNA polimerasi

riconosce una sequenza di terminazione.
Il trascritto di RNA e 'RNA, pollmerasl
sono rilasciati.

FIGURA13-9 Una visione d'insieme della trascrizione: inizio, allungamento e terminazione



La TRADUZIONE e affidata ai RIBOSOMI

.

Nel 1953 il biologo rumeno George Emil
Palade evidenzio per la prima volta i
ribosomi, utilizzando un microscopio

elettronico

s Ribosomi appaiono come :
o na s - particelle globulari

: a3 - non rivestite da membrane
g ' - 15-20 nm di diametro
2
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Caratteristiche strutturali e funzionali
del Ribosoma

RNA ribosomiale (rRNA)
Natura ribonucleoproteica <
Proteine (basiche)

rRNA ha una funzione di impalcatura
per le proteine ribosomiali

Le proteine hanno una duplice funzione

VAN

Strutturale Enzimatica

Unita minore in blu, unita maggiore in giallo, r-RNA in rosso

hitp://www.igbm fr/society/actualite/a/



Caratteristiche strutturali del Ribosoma

Cellula eucariota

Dimensioni; 12nmx25nm

Associazione di due subuinita:

60S —> Ribosoma 80S < 40S




subunita piccola  subunita grande ribosoma



Caratteristiche strutturali del Ribosoma

Subunita minore: 1 molecola di rRNA 18S e 33 proteine

Subunita maggiore: 3 rRNA (rRNA5S, rRNA 28S, rRna 5,8S) e 45 proteine

S sta per coefficiente di Sedimentazione o anche simbolo di Svedberg

Il coefficiente di sedimentazione € un numero adimensionale che misura
Il rapporto tra la velocita di sedimentazione di un corpo ideale e quella del
corpo in esame, a parita di condizioni di riferimento.

s=Vv/®r

| valori comuni di s per le molecole organiche sono nell’ordine di 1013 sec
che equivale per convenzione a 1 unita svedberg (S). Quindi se rRNA s =
5-10-13 si dice che ha un coefficiente pari a 5S.



Frazionamento deil ribosomi

S = Svedberg coefficiente di sedimentazione

) L Qunie B s
M L A — 163
ﬁﬁlﬁ — 235
J‘.-"'
30
(@) v (c} ()

Si stratifica una sospensione globale di ribosomi
(ottenuta tramite centrifugazione ftrazionata) su
di un gradiente di saccarosio continuo, che
aumenta di concentrazione verso il fondo .
Attraverso la centrifugazione i vari tipi di rRNA
si separano in bande distinte a seconda del loro
PEeso, e POosSsono poi essere recuperate mediante il
frazionamento.
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Caratteristiche strutturali

del Ribosoma
Presenti in tutte le cellule eucariote e procariote

4 ? ls' 5.85rRNA
235 285" \
rRNA rRNA
/ 3 ¥ \
—s 55 rRNA 55 rRNA
—— 31 proteins 40 proteins «——

5058 60S
& - @
705 ' } 805

~—s 21 proteins 30 proteins «—— ‘\

305\8) —— 16SrRNA 185 rRNA «—— st
Prokaryote Eukaryote
Valore | Subunita | Valore N° Molecole
Fonte s S |Proteine| RNA
23s
Nei lieviti come nelle cellule || ™ ""j"‘“ :: Z: ::s
procariote 1 ribosomi misurano 25285
70S Eucarioti | 80S | i séass
minore 40s 30 18s




Il Ribosoma

Nelle cellule eucariote i ribosomi sono sintetizzati all’interno del
nucleo e traslocati nel citoplasma attraverso pori nucleari, dove
possono essere sia liberi sia legati al lato citoplasmatico del

reticolo endoplasmatico (RE)
Sede della sintesi proteica _—

Le Informazioni genetiche
trasportate dall’ RNA messaggero
viene tradotta in proteina da piu
ribosomi simultaneamente




Biosintesi del Ribosomi

Nel Nucleolo (NO)

10 cromosomi interfasici che
forniscono al nucleolo le anse di
DNA che producono rRNA

Le proteine ribosomiali vengono portate dal citoplasma
al nucleo ed Iniziano ad assemblarsi sul pre-rRNA, 1 | nucleolo
filamenti opportunamente tagliati ed insieme all’rRNA
5S va a costituire le particelle pre-ribosomiali

—

pr—

_ La fase finale di maturazione prevede la
Nel citoplasma= trasformazione delle particelle in subunita

_ribosomiali mature 40S e 60S




Caratteristiche strutturali e funzionali
del Ribosoma

Microscopio elettronico i ribosomi
appiano associati in catene di 5-20
elementi, denominati POLISOMI
0 POLIRIBOSOMI, dove avviene
la traduzione degli mMRNA, ovvero
la sintesi proteica.

In figura: Micrografia, AR
pseudocolorata, al m. elettronicodi ™™
polisomi e, sotto, rappresentazione
funzionale di un polisoma.

Ribosoma



POLISOMI

| POLIRIBOSOMI

poliribosoma

schema che illustra i rapporti tra le subunita ribosomiali e 'mRNA

a rosetta

schema che illustra le modalita di organizzazione dei pohrlbosoml

subunlta 60S
proteina n,@
completata

3 subumta

proteina
nascente <

100 nm

Fotografia al microscopio elettronico
a congelamento-incisione di poliribosoma
in una cellula eucariotica.



Caratteristiche strutturali del Ribosoma

Le due subunita ribosomiali rimangono separate nel citoplasma fino
a quando non arriva il messaggio genetico da tradurre in proteine,
ovvero I’'mRNA

Subunidad mayor

Le due subunita si del ribosoma Crecimiento de
uniscono lasciando una

sola fessura attraverso cui
scorre  I'mRNA  che
contiene 1l  messaggio
genetico sottoforma di
triplette nucleotidiche
(codoni)

Subunidad
menor



|_ocalizzazione cellulare

Liberi nel citosol

/I

Ribosomi—> L egati al reticolo endoplasmatico (RE)

N\

All’interno de1 mitocondri e cloroplasti



Ribosomi citoplasmatici

Sintetizzano le proteine destinate a: mitocondri, perossisomi, nucleo
e lato citosolico della membrana cellulare

Sono abbondanti nelle cellule indifferenziate come le cellule
embrionali, eritroblasti e linfociti



Ribosomi legati al reticolo
endoplasmatico

MICROSOMI

| ribosomi sono deputati alla sintesi della componente proteica destinata
all’apparato del Golgi ai lisosomi, al nucleo, alla membrana plasmatica e
alle secrezioni

Cellula eucariota ) Presenti anche nei mitocondri

Cellula vegetale ) Nei cloroplasti



RNA

Lo Zucchero e i1l ribosio i

Guanina @

L URACILE sostituisce la Timina %
L : W
dLa sintesi dell’mRNA si basa sulla il

Adenina
H,N

complementarieta della basi sul _
. : B
filamento stampo di DNA che funge e

da COpia per I’RNA Uracile

RNA

Acido Ribonucleico



AN RER  Alcuni tipi di RNA presenti nelle cellule eucariotiche

Tipo di RNA Funzione

RNA messaggero (mRMA) Specifica la sequenza aminoacidica di una proteina

RNA transfer (tRNA) Si lega ad uno specifico aminoacido e funge da adattatore mole-
colare quando gli aminoacidi vengono incorporati nella catena
polipeptidica in crescita

RNA ribosomale (rRNA) Ha un ruolo sia strutturale che catalitico (ribozima) nel ribosoma

Piccolo RNA nucleare (SnRNA)

RNA della particella di
riconoscimento del segnale
(SRP RNA)

Piccolo RNA nucleolare (snoRNA)

Piccolo RNA interferente (siRNA)

MicroRNA (miRNA)

E coinvolto nella rimozione degli introni e nella regolazione
della trascrizione; fa parte delle particelle che compongono lo
spliceosoma

Aiuta a dirigere il complesso ribosoma-mRNA-polipeptide verso il
RE rugoso poco dopo l'inizio della traduzione

Processa il pre-rRNA nel nucleolo durante la formazione delle
subunita ribosomali

Controlla I'espressione genica mediante la soppressione selettiva
dei geni

Controlla I'espressione dei geni coinvolti nella crescita e nello svi-
luppo attraverso l'inibizione della traduzione di determinati mRNA



IL CODICE GENETICO

Il codice genetico e a triplette, ovvero un gruppo di tre nucleotidi
(codone) del’mRNA che codifica per un aminoacido della catena

polipeptidica.

Sequenza di DNA




Second nucleotide

U G A G
LU | Ucy UAU @ UGU
| vue = | uce am | UAC UGC
UUA 0 uca @ UAA STOP | UGA STOP
UUG UCG UAG STOP | UGG
cuu ccu cau | ceu
» c| CUC o cce o | CAC CGC
= CUA CCA CAA CGA
$ CUG CCG CAG @ CGG
£ | AW m | Acu AAU AGU
E A | AUC @ ACC AAC @ AGC @
AUA ACA AAA | AGA
SIARTISAUG Metl | ACG ac ¥ | ace
GUU GCU GAU GGU
o| Buc ° GCC GAC GGC =
GUA GCA GAA GGA ¥
GUG GCG GAG GGG

G >FrP0C OFPOC O>FPPOC OG> 0C

Third nucleotide



tRNA o RNA transfert

« ad una specifica molecola di

RNA (tripletta di basi)
corrisponde una molecola di aa amino acid
che viene legata dal tRNA nel A,
citoplasma

« Il tRNA ha una corta catena di
nucleotidi (anticodone)

intrastrand

complementare a 1 hydrogen bonds anticodon loop
amminoaicido J AN .
« IItRNA hala formadi trifoglio (pairs with a mRNA

codon)

la “foglia” centrale ¢ formata da

3 nucleotidi —anticodone



e red = guanine 3
B blue = cytosine
v orange = uracil
B gray = adenine

' Amino Acid
/Attachment Site
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Anticodon Anticodon Anticodon
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La traduzione viene divisa in genere in tre fasi: inizio,
allungamento e termine.

Inizio Allungamento Termine

.

Direzione del movimento del

Il ribosoma si ribosoma i?]léi?]?;sfm
lega all'mRNA La catena polipeptidica si codone di stop, il
pe_l (_:odone di allunga per aggiunta polipeptide
INiZio successiva di aminoacidi viene rilasciato

e il ribosoma si
dissocia



| tre siti principali che legano RNA su di un ribosoma

exit

Catena
polipeptidica in
crescit{i

Aminoacil-
tRNA in arrivo

! MRNA
sito di legame

del’mRNA ~ MRN
Modello di 4—}
ribosoma | .
funzionante molecola d'.
RNAt in
arrivo

proteina
nascente



La molecola di mRNA viene tradotta in un processo ciclico a tre stadi.

catena polipeptaica in anungaments  JNA MoOlecola di amminoacil-tRNA si lega al

STADIO 1

sito A libero.
Riconoscimento codone-anticodone

Formazione di un nuovo legame peptidico (3-4)

sTADIGE grazie all’attivita catalitica dell’enzima peptidil
o transferasi.
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= Bl s enn . MRNA slitta di un tratto lungo 3 nucleotidi

o all’interno della subunita minore, espellendo la
Han <D molecola di tRNA utilizzata e riposizionando il
— L A ribosoma per consentire il legame della

= molecola successiva di tRNA

STADIO 1

(D L’mRNA viene tradotto in direzione 5°’-3’,
= A ° —" Jestremita amminoterminale della proteina e quella
= sintetizzata per prima, mentre ogni ciclo aggiunge
sTADIO 2 un amminoacido all’estremita carbossiterminale
Hoy = & della catena polipeptidica. La catena polpeptidica

,!., = ~  rimane sempre legata al tRNA collocato al sito P

*della subunita ribosomica maggiore.
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La 12 fase della traduzione dell’mRNA in
polipeptidi e detta «inizio»

Amminoacido metionina

< B 3
Subunita ribosomiale minore

Subunita ribosomiale maggiore

SitoE SitoP Sito A

Codone d'inizio

Una subunita ribosomiale
minore si lega al'mRNA;

un tRNA d'inizio con un
anticodone UAC si accoppia
con un codone d'inizio AUG
del’'mRNA.

La subunita ribosomiale
maggiore si unisce a quella
minore completando il
ribosoma. Il tRNA d'inizio
occupa il sitoR lisito Aé
pronto per il tRNA successivo.

L’inizio e la fase che
mette insieme tutti |
componenti necessari alla
traduzione. 1l codone di
Inizio e AUG.
Ogni ribosoma ha 3 siti di
attacco per 1 tRNA: sito E
“(da exit), sito P (da
peptide) e sito A (da
amminoacido).



|a 22 fase della traduzione e
I’allungamento

Durante 1’allungamento, un tRNA che porta
un peptide si trova sul sito P e un tRNA

associato al proprio amminoacido sta
3 \ arrivando al sito A. Una volta che il tRNA
segame e SL_lcce_ssivo Si _aggancia al sito A Il peptide in
/ / B 8. via di formazione sara trasferito a questo
" tRNA.

Poli, avviene la traslocazione: ’'mRNA si

" sposta in avanti, in modo che il tRNA che
porta agganciato il peptide si trovi ora al sito
P del ribosoma. Infine, il tRNA usato
fuoriesce dal sito E.




| a 32 fase della traduzione e la
terminazione

Il processo di allungamento e traslocazione si ripete piu volte,
con il tRNA usato che fuoriesce dal sito E, mentre sul sito A si
aggancia un nuovo codone, pronto a ricevere un altro tRNA.
Quando il ribosoma raggiunge un codone di terminazione, la
traduzione si conclude con la fase di terminazione, in cui il
polipeptide viene rilasciato.

La trascrizione e la traduzione rendono possibile
I’espressione genica.
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Amminoacido

Durante la traduzione ’'mRNA viene
letto come una sequenza di triplette
di basi, dette codoni. Ogni codone
specifica ’amminoacido che deve
essere aggiunto alla catena
polipeptidica in via di accrescimento.



CONTROLLI SULLA TRASCRIZIONE E TRADUZIONE

Controllo sulla trascrizione

Pre-mRNA Controllo sulla maturazione
Nucleo

Cors m“””’ MRNA

Citoplasma

Controllo sulla

l Y(abilité dell’'mRNA
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Controllo post-traduzionale
dell’attivita della proteina
Proteina Proteina
degradata attiva/inattiva



m IC rO R NA :Repressione della

TRADUZIONE

¢+ Sono molecole di RNA a singolo
filamento lunghe circa 20-25
nucleotidi.

¢ Inibiscono la traduzione delle
proteine legando I'mRNA.

“* Sono trascritti da geni, nel
genoma sono stati identificati circa
200 geni

“* Si ipotizza che Alterazioni di
microRNA portani a patologie
cardiache, Parkinson, tumori
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Proteosoma e Ubiquitina

L’apparato finale di distruzione delle proteine negli eucarioti ¢ il proteasoma. Presente in
molte copie disperse nel citosol e nel nucleo, il proteasoma ha come bersaglio anche molte
proteine del reticolo endoplasmatico rugoso: quelle proteine che non riescono a ripiegarsi o
ad assemblarsi in modo appropriato dopo essere entrate nell’ER sono scoperte da una sistema
di sorveglianza che le retrasloca nel citosol per la degradazione.

Con poche eccezioni, i proteasomi agiscono su proteine che sono state marcate in modo
specifico per la distruzione dall’attacco covalente di copie multiple di una piccola proteina
chiamata ubiquitina. L’ubiquitina si trova nella cellula libera o unita covalentemente ad
un’enorme Varieta di proteine intracellulari. Per la maggior parte di queste proteine, questa
marcatura porta alla loro distruzione da parte del proteasoma.
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