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 	Nella seconda metà del '900, e soprattutto nella prima decade del nuovo millennio, la genetica è diventata un argomento frequentemente utilizzato dai mass media, spesso a sproposito. La genetica, però, affonda le sue radici nella seconda metà dell'800, quando furono condotti i primi studi, con metodo scientifico, da colui il quale venne poi considerato il padre della genetica moderna, Johann Gregor Mendel. 


	Col progredire degli studi le scoperte genetiche hanno portato la scienza e la medicina ad un notevole passo in avanti, individuando i meccanismi di trasmissione di numerose patologie e permettendo la ricerca delle relative cure. Oggi la genetica si dirama in varie discipline, scientifiche e non, con il suo bagaglio culturale di scienza moderna; l'agronomia e le tecniche veterinarie hanno ripreso i concetti elaborati dai biologi per dare un fondamento alle pratiche di selezione che da più di duemila anni accompagnano l'agricoltura e l'allevamento. Anche le scienze umane hanno iniziato ad occuparsi di genetica, grazie ad un vivo dibattito bioetico sui limiti che si devono dare alle ricerche in ambito di clonazione.


	In questo nuovo millennio, in cui le scienze sembrano espandersi ed occupare sempre più gli ambiti che prima erano propri di altre discipline, le conoscenze genetiche di base risultano essere di primaria importanza per poter comprendere i fenomeni che ci circondano, molecolari o filosofici non ha importanza. In quest'ottica è stato preparato questo volume che tenta di chiarire i concetti basilari della genetica classica muovendosi sia sotto un profilo teorico sia più strettamente pratico. Il testo, infatti, affianca alle nozioni teoriche un congruo numero di prove pratiche, esercizi, che permettono al lettore di comprendere al meglio la disciplina.


	Il testo si divide in cinque aree tematiche, suddivise ognuna in tre differenti capitoli, che affrontano a livelli di complessità crescente, il meccanismo di trasmissione dei caratteri ereditari che si trova alla base dei processi adattativi ed evolutivi in grado di determinare la sopravvivenza degli organismi sul pianeta Terra. Gli esseri viventi, infatti, ereditano le loro caratteristiche dai loro antenati trasmettendole ai loro discendenti.
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DNA, GENI E CARATTERI
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1. Struttura del dna e sua replicazione
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	La genetica si occupa di studiare i meccanismi attraverso i quali viene trasmesso il materiale genetico. Appare ovvio, quindi, che prima di affrontare questi meccanismi è opportuno chiarire la struttura della molecola che contiene queste informazioni, codificate nei geni, il DNA. 


	La determinazione del DNA come depositario del materiale genetico risale al 1928, quando Griffith, un medico inglese che lavorava sul batterio che provoca la polmonite, identificò nella molecola di DNA, di cui ancora non si era scoperta la forma, il principio trasformante, che poi venne identificato come DNA. 


	In realtà esistono diverse molecole di DNA, tre, ognuna contenente geni e responsabile della loro trasmissione. La forma di DNA più conosciuta e studiata è quella definita “B” scoperta da Watson e Crick sulla base degli studi di Wilkins e della Franklin.


	La molecola di DNA B presenta una struttura a doppia elica in cui si osserva la ripetizione di quattro tipi differenti dello stesso monomero, il nucleotide, costituito da uno zucchero, il deossiribosio (o desossiribosio), un gruppo fosfato ed una base azotata. I quattro tipi di nucleotidi presenti nella molecola di DNA B differiscono tra loro per un solo componente, la base azotata. Le quattro basi azotate presenti nel DNA B sono divise in due gruppi, le purine (in cui rientrano adenina, A, e guanina, G) e le pirimidine (in cui rientrano la timina, T, e la citosina, C).
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Fig. 1: rappresentazione delle quattro basi azotate contenute nella molecola di DNA. In rosso vengono indicate le basi puriniche, in nero le pirimidiniche

 

	La quantità di uno specifico tipo di nucleotide può essere ricavata semplicemente ricorrendo alla regola di Chargaff, che dice: nella molecola di DNA si trova sempre un ugual numero di basi puriniche e basi pirimidiniche. A questo enunciato se ne aggiungono altri due:

1.nella molecola di DNA il numero di timine è sempre uguale a quello di adenine

2.nella molecola di DNA il numero di citosine è sempre uguale a quello di guanine

	Questi due ultimi enunciati sono conosciuti anche come regola dell'appaiamento delle basi e permisero ai due ricercatori F. Crick, inglese, e J. Watson, americano, di elaborare una struttura tridimensionale del DNA. 

 

Esercizio: in un laboratorio biochimico si sta analizzando una molecola di DNA e si scopre che il suo contenuto di adenina è uguale al 32%. Indicare il contenuto percentuale di timina.

Svolgimento: sapendo che in una molecola di DNA il numero di adenine è uguale al numero di timine, saranno uguali anche le percentuali di abbondanza delle due basi, quindi il contenuto percentuale di timina sarà uguale al 32%.

Esercizio: in un centro di ricerche si è riusciti ad estrarre una molecola di DNA e se ne vuole calcolare la composizione percentuale delle basi azotate. Mentre si stava svolgendo l'esperimento, a causa di un corto circuito, i computer hanno smesso di funzionare. I ricercatori erano riusciti a calcolare solamente la quantità percentuale di timine, 26%; indicare le composizioni percentuali delle altre basi azotate.

Svolgimento: come spiegato nell'esercizio precedente, dal quantitativo di timine si può ricavare il quantitativo di adenine, che sarà uguale. Per ricavare le composizioni delle altre due basi bisogna fare un rapido calcolo: la somma delle percentuali delle quattro basi è uguale al 100%, a questo si deve sottrarre il 52% (dato dalla somma delle timine e delle adenine, 26% + 26%) per ottenere il quantitativo delle guanine più quello delle citosine, si ottiene così il 48%. A questo punto, visto che il contenuto percentuale delle guanine è uguale a quello delle citosine, per ottenere i due valori bisogna solamente dividere per due il valore ottenuto. La composizione percentuale delle quattro basi azotate sarà: adenina 26%, timina 26%, citosina 24% e guanina 24%.

 

	La struttura del DNA B, quindi, prevede la successione dei diversi nucleotidi, legati tra loro grazie ad un legame chiamato fosfodiesterico, a formare due eliche tenute insieme da interazioni idrogeno che si formano tra le coppie di basi azotate.
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Fig. 2: appaiamento delle basi con formazione dei legami idrogeno

 

 

	Queste coppie sono fisse, una timina si accoppia sempre con una adenina ed una citosina si accoppia sempre con una guanina. Per ogni passo, giro, dell'elica sono presenti circa dieci coppie di basi che occupano una lunghezza di 3,4nm. Le due eliche sono tra loro antiparallele e nel suo insieme la molecola presenta un avvolgimento destrorso. I due filamenti, inoltre, si presentano come antiparalleli, ovvero presentano orientamenti opposti, il primo 5' → 3' ed il secondo 3' → 5'. con questa dicitura si indicano le posizioni dei gruppi fosfato che si trovano alle estremità del filamento.  Le altre due forme di DNA sono la forma A, che rispetto alla forma B presenta il piano formato dalla coppia di basi inclinato di 20° ed 11 coppie di basi per giro, e la forma Z, che presenta un avvolgimento sinistrorso. 

	Ogni preciso segmento di DNA, ben delimitato, si viene a trovare in un punto preciso della molecola, chiamato locus. Il materiale genetico, quindi è costituito dalla sequenza ordinata dei nucleotidi che si posizionano a gruppi nei rispettivi loci.

 

Esercizio: in una molecola di DNA si trovano 5 geni, sequenze di nucleotidi caratterizzate da un inizio ed una fine, chiamati a, b, c, d ed e. Considerando che il locus del gene d è il più lontano dal locus del gene a, che i loci dei geni b e c si trovano alla stessa distanza da a, con il locus di b più vicino al locus di d, e che il locus del gene e si trova tra i loci dei geni b e d, disegnare la corretta sequenza dei geni sulla molecola.

Svolgimento: in questo esercizio viene chiesta la rappresentazione grafica di una molecola in cui sono contenuti 5 differenti sequenze nucleotidiche. Per prima cosa si traccia una linea che rappresenti il DNA e su cui verranno posizionati i geni.
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		A questo punto si inseriscono i geni, per prima cosa si possono inserire i geni a e d, che sono i più lontani tra loro.
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		L'esercizio indica anche che i geni b e c sono situati alla stessa distanza da a; visto che si tratta di geni differenti non possono occupare lo stesso locus, quindi si troveranno ai due lati di a, equidistanti dal locus di quest'ultimo.
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		A questo punto non rimane che inserire il gene e, il cui locus è situato tra b e d.
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		Va notato che le lettere sul segmento sono state inserite maiuscole solo per comodità di lettura, quando si indica un gene viene utilizzata (per convenzione) la lettera minuscola.

 

	La struttura del DNA, con le regole di appaiamento delle basi, presenta un meccanismo di replicazione che permette di produrre copie del patrimonio genetico da trasmettere ai discendenti. Il meccanismo di replicazione garantisce, entro certi limiti, la formazione di una copia perfettamente identica a quella di partenza.

	Affinché il DNA possa produrre una molecola uguale a se stessa, una copia da trasmettere alla discendenza, deve essere letto e copiato; la lettura delle sequenze geniche è affidata ad un gruppo di enzimi, le polimerasi, che riescono a leggere le sequenze di basi del DNA e a duplicarlo. Esistono due classi di polimerasi, a seconda del tipo di acido nucleico che riescono a produrre, le DNA-polimerasi, che leggono il filamento di DNA ed utilizzano le informazioni per produrre un nuovo filamento di DNA, e le RNA-polimerasi, che leggono il filamento di DNA per produrne uno di RNA. In questo testo verranno prese in considerazione solamente le DNA-polimerasi. Di questi enzimi esistono tre forme:

•DNA-polimerasi I: elimina, attraverso una reazione di idrolisi, le basi inserite in maniera errata nel nuovo frammento in formazione; questa polimerasi, inoltre, elimina anche i primer ad RNA, ovvero delle specifiche sequenze di RNA che servono per iniziare la replicazione

•DNA-polimerasi II: partecipa ai meccanismi di riparazione del DNA, inoltre non sembra essere fondamentale per la produzione del nuovo filamento

•DNA-polimerasi III: è la polimerasi che sintetizza quasi completamente il nuovo filamento di DNA

•	In realtà, sul DNA agisce anche un’altra polimerasi, molto più specializzata delle altre tre, la telomerasi; questo enzima produce i filamenti che vanno a costituire il telomero, specifiche sequenze ripetute che permettono di mantenere stabile la lunghezza del DNA a seguito delle continue duplicazioni.

 

Esercizio: in un vetrino si sviluppano delle cellule di lievito che vengono manipolate dagli studenti di un corso di biologia. La manipolazione consiste nell'eliminazione della DNA-polimerasi I. Indicare quali saranno le differenze tra il filamento di DNA presente nei lieviti iniziali e quelli trasmessi ipoteticamente alla discendenza.

Svolgimento: considerando che la DNA-polimerasi I si occupa dell'eliminazione degli errori che si sviluppano durante il processo di duplicazione, i DNA delle nuove generazioni di lievito saranno ricchi di mutazioni dovuti agli errori di inserimento delle basi. Inoltre sulle nuove molecole saranno presenti anche frammenti di RNA.

 

	Il modello di DNA elaborato da Watson e Crick dava adito a tre differenti modelli di replicazione: semiconservativa, in cui si ha la separazione dei filamenti parentali che agiscono come stampo per la formazione dei filamenti neosintetizzati; conservativa, in cui i filamenti parentali restano insieme e producono una doppia elica figlia, e dispersiva, in cui il DNA viene frammentato e mescolato al nuovo DNA. Entrambi coesistono nel nuovo filamento.

	Meselson e Stahl elaborarono un esperimento che individuò quale dei tre modelli fosse quello reale; attraverso una serie di replicazioni con DNA marcato radioattivamente definirono il modello semiconservativo come il modello replicativo del DNA.

	Precedentemente abbiamo visto come la molecola del DNA sia costituita da una doppia elica in cui i due filamenti vengono tenuti assieme grazie ai numerosi ponti idrogeno cooperativi che si vengono a formare tra le basi azotate. Un enzima particolare, l’elicasi, si inserisce nella doppia elica e rompe i ponti idrogeno dopo averli isolati dagli altri (in modo che possano perdere parte della loro forza di legame, perdendo la cooperatività); in questo modo si viene a formare una struttura aperta, la forca di replicazione, che presenta ad un’estremità la doppia elica unita, al centro l’elicasi ed agli altri due vertici i filamenti singoli di DNA. 
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Fig. 3: formazione della forca di replicazione

 

 

	I due filamenti non rimangono isolati troppo a lungo, subito vengono legati dalle DNA-polimerasi che si trovano vicino al DNA; a questo punto i due neofilamenti dovrebbero essere sintetizzati in modo continuo; il problema è che la sintesi continua dei due filamenti richiede una condizione essenziale: che l’apparato di replicazione possa sintetizzare sia in direzione 5’→3’ che in quella opposta, ma la DNA polimerasi può agire solamente in direzione 5’→3’. Quindi uno dei due filamenti (chiamato filamento lento) non potrebbe essere sintetizzato; per ovviare a questo problema, la sintesi del filamento lento di DNA avviene in maniera frammentata e a partire da specifiche sequenze di RNA chiamate primer, la polimerasi replica solamente un pezzo alla volta, creando un’elica costituita da frammenti (chiamati frammenti di Okazaki) che vengono legati insieme da un altro enzima, la DNA-ligasi. In realtà il processo è più complesso, legata all'elicasi è presente un enzima, chiamato primasi, che produce i primer ad RNA; la polimerasi legge il primer ed inizia a produrre il frammento di Okazaki. Quando la polimerasi si stacca, perchè ha incontrato un nuovo primer, intervengono la polimerasi I, che rimuove il primer, e la DNA ligasi, che riempie lo spazio lasciato dal primer con dei nucleotidi adatti. Al termine del processo si hanno due molecole di DNA identiche a quella di partenza.
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Fig. 4: rappresentazione del processo di replicazione del DNA

 

Esercizio: due paleogenetisti hanno estratto del materiale genetico da un reperto fossile, analizzando il DNA si rendono conto che uno dei due filamenti è completamente rovinato. Ricostruire il filamento mancante considerando che quello intatto presenta la sequenza: AACGCTAATTTCGCG.

Svolgimento: per ricostruire il filamento mancante bisogna ricorrere alla regola dell'appaiamento delle basi, ricordando che il DNA presenta un appaiamento tra le basi delle due eliche. Ad una adenina corrisponderà sempre una timina, e viceversa, ed ad una citosina corrisponderà sempre una guanina, e viceversa. Quindi la molecola di DNA completa sarà (in azzurro viene indicato il filamento ricostruito):

                                                     AACGCTAATTTCGCG

                                                     TTGCGATTAAAGCGC

 

	La cromatina è una struttura, presente solamente negli organismi eucarioti, che consiste in un complesso di acidi nucleici e proteine basiche, le principali sono chiamate istoni, le quali neutralizzano l’acidità degli acidi nucleici e sono caratterizzate dalla presenza di numerosi amminoacidi carichi positivamente. Quasi tutte le cellule eucariote possiedono cinque tipi di istoni: H1, H2A, H2B, H3 ed H4; sono proteine che si conservano praticamente uguali in quasi tutti gli eucarioti, l’unica eccezione è data dall’istone H1, che presenta un’elevata variabilità. I geni che codificano per gli istoni sono presenti in molteplici copie per una sintesi continua: vista la loro importanza la cellula non può rischiare di rimanere priva di proteine istoniche. Queste proteine subiscono numerose modificazioni durante la loro vita, quella più comune è l’acetilazione, aggiunta di un gruppo acetilico, che avviene solo in determinati punti del filamento proteico; oltre a questa possiamo avere la metilazione e vari tipi di fosforilazione.
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Fig. 5: rappresentazione dei gruppi che modificano l'interazione tra DNA e istoni

 

	Il ruolo degli istoni è fondamentale nel ripiegamento ordinato del DNA; infatti, per essere contenuto tutto nel nucleo di una cellula, il materiale genetico deve essere ripiegato in numerosi ordini, il primo di questi è dato da strutture costituite da istoni, i nucleosomi, attorno a cui si avvolge il DNA formando una struttura caratteristica. Gli istoni si organizzano a formare degli ottametri (ognuno formato da due molecole di H2A, due di H2B, due di H3 e due di H4), ad ogni ottametro si associa un istone H1. Attorno ad ogni conformazione ottamerica si avvolge un tratto di DNA costituito da circa 200 coppie di basi. La struttura che si ottiene è molto simile a quella di una collana di perle, in cui l’ottamero forma una sfera e, sulla sua superficie esterna si avvolge, in due giri, il DNA. L’istone H1 si trova nel punto di entrata e su quello di uscita, che coincidono, del DNA dall’ottamero, in questo modo il DNA viene bloccato impedendogli di svolgersi. Nel suo complesso, la cromatina presenta una disposizione dei nucleosomi a zig-zag data dalla presenza di H1 che impedisce un andamento rettilineo e garantisce una maggiore compattazione. I due nucleosomi adiacenti sono collegati da un tratto di DNA, di circa 70 coppie di basi, definito DNA-linker.
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Fig. 6: rappresentazione della collana di perle

 

	Il secondo ordine di organizzazione della cromatina è denominato fibra da 30 nm. Questa struttura è data dalla condensazione della collana di perle causata dall’aumento della forza ionica dei componenti. Questa fibra, a sua volta, si dispone a formare un solenoide in cui sono presenti sei nucleosomi per ogni giro dell’elica di solenoide, anche se i ricercatori non hanno espresso parere unanime su questo ordine di ripiegamento. È stata ipotizzata, per la fibra a 30 nm, anche una struttura a superperle, in cui i nucleosomi si aggreghino a formare delle superperle che sono tenute insieme in una struttura relativamente disordinata. È stato anche ipotizzato un assetto privo di qualsiasi struttura regolare, questo perché non esistono ancora dei dati definitivi che avvalorino una determinata struttura rispetto alle altre.

	Un ruolo particolare nell’organizzazione della fibra a 30nm. è svolto dall’istone H1. Il suo ruolo sembra consistere nel distanziare adeguatamente i nucleosomi nella cromatina favorendo la formazione della fibra.

	Esiste anche un ulteriore ordine di organizzazione della cromatina, quello delle anse radiali, in cui la fibra 30nm. si ripiega a formare una fibra di 50nm. che si ancora strettamente alla matrice centrale del cromosoma. 

	Il cromosoma rappresenta il massimo ordine di compattazione della cromatina. È una struttura non permanente che si evidenzia solamente in alcuni momenti del ciclo cellulare. La sua conformazione è abbastanza conservata in tutti gli organismi viventi ed è costituita da due cromatidi uniti tra loro a livello del centromero; ogni cromatidio può presentare delle zone più strette che vengono definite costrizioni secondarie e che possono delimitare delle zone tondeggianti definite satelliti. La parte terminale del cromatidio è definita telomero ed è dotata di una spiccata polarità che impedisce ad altri cromosomi di unirsi.
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Fig. 7: rappresentazione di un cromatidio monosatellitare

 

	Secondo una teoria abbastanza recente, il cromosoma sarebbe strutturato secondo un modello a domini ad ansa, formato da un’impalcatura centrale costituita da proteine non istoniche attorno al quale si organizza il DNA organizzato in anse.






2. Il gene, la sua struttura e la sua processazione
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	Il nostro DNA, la molecola che contiene l'informazione genetica, è costituito da una sequenza di basi azotate unite a formare un filamento grazie alla presenza di zuccheri e gruppi fosfato. È proprio la sequenza delle basi lungo il filamento a caratterizzare un individuo.

	[image: image-6.png]Nel 1909 Johannsen introduce il termine gene per definire un frammento di DNA costituito da una specifica sequenza ordinata di basi azotate in grado di contenere un'informazione. Questo concetto è stato modificato nel corso di tutto il '900 man mano che le ricerche di genetica molecolare, prima, e di biologia molecolare, dopo, misero in evidenza la struttura e la funzione di quella che viene considerata “l'unità fondamentale della biologia molecolare”. Oggi si definisce gene una specifica sequenza di DNA, dotata di un inizio ed una fine, che contiene le informazioni per produrre una o più proteine. Con la scoperta dello splicing alternativo (di cui si parlerà più avanti), infatti, è venuta a cadere l'ipotesi che legava un gene ad un unico prodotto proteico. La teoria: un gene una proteina. A questo bisogna aggiungere che esistono proteine codificate da più geni. In realtà ogni gene codifica una catena proteica che, però, diviene funzionale solo se associata ad altre catene codificate da altri geni.
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Fig. 8: ipotesi sulla genesi delle proteine a partire da un frammento di DNA

 

	Un gene è un frammento di DNA. Questa definizione (in grado di evidenziare chiaramente il gene) apre un problema logico: come riescono le polimerasi a riconoscere l'inizio della sequenza?

	Il problema non è secondario: una trascrizione spostata anche di una sola base può portare a conseguenze disastrose per la cellula e l'intero organismo. Questo ostacolo è stato risolto grazie a particolari sequenze che si trovano nella parte iniziale della sequenza nucleotidica che costituisce ogni gene (in realtà, nei procaroti, esistono sequenze promotore relative a differenti sequenze di geni).

	Lungo l'intera molecola di DNA sono presenti dei siti specifici, chiamati promotori, che consentono un legame molto forte con alcune porzioni delle polimerasi. In queste regioni il legame tra DNA e polimerasi si stabilizza e viene permessa la denaturazione della molecola. 	Sono zone che indicano la direzione di lettura del gene e quale dei due filamenti è necessario trascrivere.

	Negli esseri umani, e in tutti gli eucarioti, sono state individuate tre classi di promotori, di cui i più studiati sono i promotori di classe due. Queste regioni sono quelle riconosciute dalla RNA-polimerasi II e sono i più simili ai promotori degli organismi procarioti. La struttura dei promotori di classe II è stata chiarita: sono costituiti da una regione centrale e da un elemento a monte di questa; la regione centrale può contenere una particolare sequenza genica, chiamata TATAbox (chiamata così perchè le prime quattro basi di questa sequenza sono: una timina, una adenina, una timina ed un'adenina), costituita da 25 coppie di basi.

	In realtà la TATAbox non è presente in tutti i promotori; alcuni geni, definiti geni di base, attivi in tutte le cellule dell'organismo poiché controllano processi comuni, sono privi di queste sequenze.

	A monte e a valle della TATAbox, sempre inseriti nella regione centrale, sono presenti due sequenze particolari molto utili nella trascrizione: l'elemento per il TFIIB, una sequenza che lega il fattore di trascrizione IIB e di fondamentale importanza per formare sul sito promotore un complesso proteico  comprendente la polimerasi e vari fattori di trascrizione, e l'iniziatore. 	Quest'ultimo serve per rendere ottimale la trascrizione permettendo una migliore adesione del complesso proteico della trascrizione al filamento di DNA.

	[image: image-7.png]L'elemento a valle generalmente è localizzato a circa 30 basi di distanza dopo il sito di inizio, la sua funzione è fondamentale quando, a seguito di una mutazione, si perde la TATAbox; questo elemento, infatti, compensa la mancanza o la minor attività della TATAbox.
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Fig. 9: rappresentazione della regione del promotore

 

	Gli elementi a monte dei vari geni svolgono funzione di sostegno rispetto alla regione centrale. Sono sequenze particolari la cui funzione dipende dalla loro posizione. L'elemento a monte è costituito da particolari sequenze, le GCbox, che aumentano l'attività del promotore rendendolo più affine alle polimerasi. La sua attività diminuisce se, sperimentalmente o a causa di una mutazione, viene allontanato dalla TATAbox. Altri geni possiedono, nel loro elemento a monte, una struttura differente dalle GCbox, chiamato catbox perché la sequenza comincia con le basi CCAT.

	I promotori di classi I sono costituiti da un'unica sequenza genetica, che viene riconosciuta dalla polimerasi I. Questo promotore si trova all'inizio del gene che codifica per il precursore dell'rRNA; presenta un'unica sequenza altamente conservata, l'iniziatore, costituita da una serie di basi azotate in cui predominano adenina e timina. Risulta di fondamentale importanza, in questo promotore, la posizione occupata dalla regione centrale e dall'elemento a monte. Studi sperimentali hanno evidenziato che alterazioni nel valore di distanza tra questi due elementi altera l'efficienza del promotore in maniera direttamente proporzionale.

	I promotori di classe III presentano una caratteristica che li differenzia da quelli delle altre due classi, questi promotori si trovano all'interno del gene di cui promuovono la trascrizione. Il più interessante è quello per l'rRNA 5S (un rRNA che si trova nella subunità maggiore del ribosoma), caratterizzato da tre regioni che ne influenzano profondamente la funzione: boxA, elemento intermedio e boxC. Modificazioni nel numero e nel tipo di basi che costituiscono queste sequenze provocano una notevole diminuzione della funzione del promotore; al contrario, modificazioni relative nella distanza tra le varie sequenze non sembra essere fondamentale per il lavoro di trascrizione.

	Particolari sequenze di basi, affini ai promotori per la funzione che svolgono, sono quelle denominate enhancer. Queste porzioni di DNA stimolano la trascrizione permettendo il legame con specifiche proteine, denominate fattori di trascrizione, che interagiscono con le normali proteine del complesso di trascrizione. L'interazione tra gli attivatori e il complesso di proteine collegato alla polimerasi aumenta la velocità di trascrizione. Un aspetto importante, che li differenzia notevolmente dai promotori, è che queste sequenze non sono legate a posizioni specifiche: sono strutture indipendenti dalla loro posizione rispetto al gene.

	Esistono, inoltre, una serie di sequenze che, come gli enhancer, possono svolgere la loro funzione indipendentemente dalla loro posizione nella sequenza di basi azotate. Queste porzioni di DNA inibiscono la trascrizione rendendo il DNA non raggiungibile dalla polimerasi, per questo motivo sono chiamati silenziatori.

	Dopo la regione del promotore si trova la regione “codificante” del gene, ovvero la porzione che contiene le informazioni per produrre la proteina. In realtà in questa regione si trovano anche delle zone che non hanno senso a livello proteico, queste aree presentano delle sequenze che non sono correlate con le sequenze codificanti e che sono definite sequenze interposte o introni. Allo stesso modo le sequenze codificanti sono definite esoni. È possibile definire un introne una sequenza non codificante posizionata tra due esoni.

	È interessante notare che i geni sono costituiti per la maggior parte da sequenze introniche e che la maggior parte degli introni è più lunga della maggior parte degli esoni, anche se, negli eucarioti inferiori, gli introni tendono ad essere più corti. La spiegazione di questa preponderanza intronica è legata ad un meccanismo difensivo. Il DNA è soggetto a variazioni della sequenza di basi (che prendono il nome di mutazioni) che la maggior parte delle volte porta ad un danno per la cellula. Mantenendo le sequenze codificanti separate da ampie regioni non codificanti si aumenta la probabilità che le variazioni insorgano a livello di queste regioni mantenendo al sicuro le porzioni codificanti.
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Fig. 10: rappresentazione del gene, in giallo le sequenze esoniche

 

	Gli introni vengono trascritti dando origine ad una molecola chiamata trascritto primario, costituita da nucleotidi tipici dell'RNA, che corrisponde all’intero gene. In seguito a un meccanismo definito processamento, questo trascritto viene ridotto grazie alla rimozione degli introni, questo fenomeno, legato alla fusione degli esoni adiacenti, prende il nome di splicing dell’RNA.

	Ovviamente sul precursore devono esistere dei segnali che possano indicare agli agenti di splicing (l'insieme delle molecole responsabili del taglio dell'introne e della successiva saldatura dei due esoni) dove andare ad agire. A questo proposito sono state individuate, nelle zone di confine di quasi tutti gli introni, delle sequenze comuni che potrebbero essere dei segnali di splicing, GU all’inizio ed AG alla fine dell'introne. Queste coppie di basi, però, sono solo una parte del segnale, che risulta essere ben più complesso. È stato notato che esiste un'altra sequenza consensus che guida e regola i movimenti dell'introne durante il suo splicing ed è caratterizzata da un'adenina in posizione centrale. L’intermedio nello splicing del precursore, infatti, è ramificato a formare una struttura particolare chiamata lariat. Grazie alla sequenza consensus, l'intermedio può formare la ramificazione a livello dell’adenina; questa sequenza specifica dell’introne, infatti, dirige il meccanismo di splicing alla coppia AG che si trova ad una distanza appropriata a valle. Se sperimentalmente viene inserita una coppia AG prima di quella canonica, lo splicing viene spostato su di un nuovo sito.

	La prima fase del processo di splicing porta ad un intermedio caratteristico a forma di lariat, che si forma quando l’adenosina che si trova al centro della sequenza consensus dell’introne attacca il legame fosfodiesterico che tiene unito il primo esone e l’inizio dell’introne. In questo modo si forma l’ansa del lariat e si separano l’introne dal primo esone (rottura del primo legame). Nella seconda fase il primo esone interagisce con il legame fosfodiesterico che tiene unito l’introne al secondo esone. In questo modo si forma un nuovo legame fosfodiesterico tra i due esoni e viene rilasciato il lariat che verrà degradato.
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Fig. 11: rappresentazione del processo di splicing del trascritto primario

 

	Le sequenze consensus degli introni possono essere riconosciute sia dalle proteine che dagli acidi nucleici. Le strutture che principalmente le riconoscono sono dei piccoli RNA nucleari (snRNA) che si ritrovano accoppiati con proteine per formare le piccole ribonucleoproteine nucleari (snRNP) che sono: U1, U2, U4, U5 ed U6; tutte insieme formano una macchina molecolare, chiamata spliceosoma, responsabile dello splicing.

	È importante notare che alcuni tipi di introni non hanno bisogno dello spliceosoma; questi particolari introni si possono suddividere in due classi: gli introni di gruppo II e quelli di gruppo I. Gli introni di gruppo II sono quelli che usano un intermedio a forma di lariat simile a quello che si forma negli altri introni. Gli introni di gruppo II sono RNA catalitici, chiamati ribozimi.

Infine, lo splicing alternativo è un processo, compiuto da circa 1 pre-mRNA su 20, che consiste nell'eliminazione selettiva (regolata da fattori ambientali) solamente di una parte degli introni. In questo modo dallo stesso gene si producono due o più mRNA alternativi che codificano proteine differenti ma che provengono tutte dallo stesso gene. Lo splicing alternativo, quindi, può influenzare la natura del prodotto proteico di un gene (e quindi il controllo dell’espressione genica).

	Oltre allo splicing, nelle cellule degli organismi eucarioti avvengono numerose altre modificazioni post-trascrizionali. I trascritti primari sono soggetti ad altre due modificazioni di notevole rilevanza e che consentono la sopravvivenza del futuro mRNA nell'ambiente citoplasmatico, il capping e la poliadenilazione.

	Il capping consiste in una metilazione, ovvero l'aggiunta di un gruppo metile, dell’estremità 5’, rivolta ad una zona denominata cap. Il cap è costituito dai primi nucleotidi che vengono trascritti dalla RNA polimerasi.

	Una fosfoidrolasi nucleotidica (la RNA trifosfatasi) taglia un fosfato dall’estremità 5’ dell’RNA che si sta sviluppando, a questo punto una guanililtrasferasi attacca un GMP al difosfato dell’estremità. Una metiltrasferasi trasferisce un metile dalla S-adenosilmetionina (AdoMet) all’azoto della guanina del cap. Un’altra metiltrasferasi utilizza un’altra molecola di AdoMet per metilare l’idrossile del penultimo nucleotide.

	La struttura che si viene a formare protegge gli mRNA dalla degradazione, aumenta la loro traducibilità da parte dei ribosomi, facilita il loro trasporto dal nucleo al citoplasma ed aumenta la loro efficienza di splicing. Tra tutte queste, la funzione di protezione è quella più diretta, il cap protegge la molecola dall’attacco degli enzimi RNAasi che agiscono a partire dall’estremità 5’. La presenza di questi enzimi, contrariamente a quello che si può pensare, è del tutto normale in ogni cellula dell'organismo vivente. Il ruolo delle RNAasi, infatti, è quello di distruggere eventuali RNA estranei penetrati nella cellula (gli RNA virali, per esempio, non possiedono il cap).

	L'ultimo meccanismo di processamento del trascritto primario che verrà affrontato in questa sede è la poliadenilazione, il processo attraverso il quale viene mascherata l'estremità 3' per evitare che le RNAasi possano digerire il trascritto primario prima della sua traduzione in proteina.

	La coda (indicata con la sigla poliA) che viene prodotta con il processo di poliadenilazione è lunga circa 200 nucleotidi e non viene prodotta trascrivendo il DNA (non esistono sequenze del genoma così ricche in timine). Infatti esiste un enzima del nucleo (PAP) che aggiunge residui di AMP, uno alla volta, al precursore dell’mRNA. 

	Una volta che un mRNA entra nel citoplasma gli viene processata la sua coda, questa viene continuamente accorciata da RNAsi e ricostruita da una PAP citoplasmatica. 

	Il significato biologico della poliadenilazione, però, è più complesso della semplice difesa del trascritto primario. Nel citoplasma, infatti, le RNAasi sono più abbondanti e rapide delle PAP, quindi dopo un certo periodo la coda viene definitivamente digerita lasciando vulnerabile il trascritto. Quello che può sembrare un meccanismo difettoso è, invece, un raffinato metodo di regolazione della produzione proteica. La sintesi delle proteine, infatti, è uno dei processi più dispendiosi per la cellula, mantenere un mRNA in vita per troppo tempo porterebbe alla produzione di un numero di proteine maggiore del necessario (con conseguente sperpero di energia). La coda poliA varia in lunghezza a seconda del trascritto primario su cui si lega permettendo, in questo modo, la produzione delle sole quantità utili di proteine.
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Tabella 1: riepilogo dei processi di maturazione dell’mRNA
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