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cellulare e sulla mutagenesi 341
* e mutazioni sono causate anche dagli analoghi

delle basi e dagli agenti intercalanti 342
Riparazione e tolleranza del danno al DNA 343
* Lariparazione diretta del danno al DNA 344

* Gli enzimi di riparazione per escissione
di basi eliminano le basi danneggiate
“ribaltandole” fuori dal DNA 344

e Gli enzimi che riparano per escissione
nucleotidica tagliano il DNA danneggiato
su entrambi i margini della lesione 347

FOCUS 10.4 IMPLICAZIONI MEDICHE Il legatne
del sistema di riparazione per escissione
nucleotidica e della sintesi translesione
con una malattia umana di origine genetica 348

* Laricombinazione ripara le rotture del DNA
recuperando la sequenza nucleotidica
dalla doppia elica non danneggiata 349

* Lerotture a doppio filamento sono riparate
anche dalla giunzione diretta delle estremita

non omologhe 350
FOCUS 10.5 IMPLICAZIONI MEDICHE La giunzione

delle estremita non omologhe 350
* Lasintesi translesione di DNA permette

alla replicazione di superare il danno 352
FOCUS 10.6 PER SAPERNE DI PIU La famigliaY

delle DNA polimerasi 354

Le nuove scoperte sui meccanismi di tolleranza
al danno e sulla riparazione del DNA

negli eucarioti 357
* Il ruolo dellesonucleasi Exol nel sistema
di riparazione NER 358

* Incorporazione di ribonucleotidi nel DNA
e meccanismo di riparazione per escissione

di ribonucleotidi (RER) 358
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CAPITOLO 11
La ricombinazione omologa
a livello molecolare 363

Le rotture nel DNA spesso danno inizio

alla ricombinazione 364
I diversi modelli per la ricombinazione
omologa 365

* Nella ricombinazione omologa I'invasione
del filamento & un passaggio precoce
fondamentale 366

» Larisoluzione delle giunzioni di Holliday
€ un passaggio fondamentale
per completare lo scambio genetico 368
* Il modello della riparazione delle rotture
a doppio filamento descrive molti eventi
ricombinativi 368
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Gli apparati proteici per la ricombinazione

omologa

FOCUS 11.1 PER SAPERNE DI PIU Come risolvere

un intermedio di ricombinazione
con due giunzioni di Holliday

Lelicasi/nucleasi RecBCD processa,
per la ricombinazione, le molecole
di DNA rotte

| siti Chiregolano RecBCD

La proteina RecA si assembla sul DNA
a singolo filamento e promuove l'invasione
del filamento

All'interno del filamento RecA si formano
dei nuovi appaiamenti tra filamenti

In tutti gli organismi sono presenti
degli omologhi di RecA

I complesso RuvAB riconosce
in modo specifico le giunzioni di Holliday
e promuove la migrazione del chiasma

Per completare la ricombinazione RuvC
taglia specifici filamenti di DNA a livello
della giunzione di Holliday

La ricombinazione omologa negli eucarioti

La ricombinazione omologa negli eucarioti
ha ulteriori funzioni

La ricombinazione omologa & necessaria
per la segregazione dei cromosomi durante
la meiosi

Durante la meiosi si verificano rotture
a doppio filamento programmate

La proteina MRX processa le estremita
di DNA tagliate per assemblarvi le proteine
simili a RecA che scambiano il filamento

Dmcl e una proteina simile a RecA
che funziona in modo specifico
nella ricombinazione meiotica

La ricombinazione meiotica ¢ data
dall’attivita di molte proteine

FOCUS 11.2 IMPLICAZIONI MEDICHE Il prodotto

dell’oncosoppressore BRCAZ2 interagisce
con la proteina Rad51 e controlla la stabilita
del genoma

FOCUS 11.3 IMPLICAZIONI MEDICHE Le proteine

associate a invecchiamento precoce e cancro
favoriscono una via alternativa per
il processamento delle giunzioni di Holliday

Il cambio del mating type

[ cambio del mating type inizia
con una rottura a doppio filamento
in un punto specifico

[l cambio del mating type & un evento
di conversione genica non associato
al crossing over

Le conseguenze genetiche della

ricombinazione omologa

La riparazione del DNA durante
la ricombinazione & una delle cause
della conversione genica
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CAPITOLO 12
Ricombinazione sito-specifica
e trasposizione del DNA

401

La ricombinazione conservativa

sito-specifica
La ricombinazione sito-specifica avviene
su specifiche sequenze del DNA bersaglio

e ricombinasi sito-specifiche tagliano
e riuniscono il DNA per mezzo
di un intermedio covalente proteina-DNA

La serina ricombinasi introduce nel DNA
delle rotture a doppio filamento e poi scambia
i filamenti per promuovere la ricombinazione

La struttura del complesso fra la serina
ricombinasi e il DNA suggerisce che

lo scambio del filamento avviene grazie
a una rotazione delle subunita

Le tirosina ricombinasi rompono e riuniscono
una coppia di filamenti di DNA alla volta

e strutture delle tirosina ricombinasi
legate al DNA svelano il meccanismo dello
scambio del DNA
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FOCUS 12.1 IMPLICAZIONI MEDICHE L’applicazione

della ricombinazione sito-specifica all’ingegneria
genetica

Le funzioni biologiche della ricombinazione

sito-specifica

L'integrasi di A promuove l'integrazione

e 'escissione del genoma virale

nel cromosoma della cellula ospite
[escissione del batteriofago A richiede
una nuova proteina che curva il DNA

La ricombinasi Hin inverte un segmento
di DNA permettendo I'espressione di geni
alternativi

La ricombinazione di Hin necessita
di un enhancer a DNA

Le ricombinasi convertono molecole
circolari multimeriche di DNA in monomeri

409

411

411

413

413

413

415

FOCUS 12.2 PER SAPERNE DI PIU La ricombinasi Xer

catalizza la monomerizzazione dei cromosomi
batterici e di molti plasmidi batterici

Gli altri meccanismi per dirigere

la ricombinazione su specifici segmenti
di DNA

La trasposizione

La trasposizione sposta elementi genetici
in nUove posizioni cromosomiche

Esistono tre classi principali di elementi
trasponibili

| trasposoni a DNA contengono il gene
della trasposasi, flancheggiato dai siti
di ricombinazione

| trasposoni possono essere sia elementi
autonomi sia non autonomi

| retrotrasposoni simili ai virus e i retrovirus
contengono sequenze terminali ripetute
e due geni importanti per la ricombinazione

| retrotrasposoni poliA assomigliano ai geni

La trasposizione a DNA avviene con
un meccanismo del tipo taglia e incolla
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* Nella trasposizione del tipo taglia e incolla
intermedio é risolto con il sistema
di riparazione delle rotture

» Esistono molteplici meccanismi per tagliare
il filamento non trasferito durante
la trasposizione del DNA

* Latrasposizione a DNA mediante
meccanismo replicativo

* | retrotrasposoni simili ai virus e i retrovirus
si muovono tramite un intermedio a RNA

* Le DNA trasposasi e le integrasi retrovirali
fanno parte di una superfamiglia proteica

* | retrotrasposoni poliA si muovono con
un meccanismo del tipo “splicing inverso”
Alcuni esempi di elementi trasponibili
e della loro regolazione

FOCUS 12.3 ESPERIMENTI CHIAVE Gli elementi
del mais e la scoperta dei trasposoni

« La famiglia dei trasposoni IS4 & costituita
da elementi compatti dotati di molteplici
meccanismi per controllare il numero
delle copie

* |l fago Mu & un trasposone molto robusto

» Per evitare di trasporsi nel proprio DNA,
Mu utilizza 'immunita del sito bersaglio

FOCUS 12.4 PER SAPERNE DI PIU Il meccanismo
dell’immunita dalla trasposizione del sito
bersaglio

« Gli elementi Tcl/mariner sono sequenze
di grande successo negli eucarioti

* Gli elementi Ty del lievito si traspongono
nel genoma in rifugi di sicurezza

* Gli elementi LINE promuovono la propria
trasposizione e anche quella di RNA cellulari

La ricombinazione V(D)J

e Gli eventi precoci della ricombinazione V(D)J
avvengono con un meccanismo simile
all’escissione dei trasposoni
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CAPITOLO 13

I meccanismi della trascrizione 453
RNA polimerasi e ciclo della trascrizione 454
* Le RNA polimerasi possono avere

forme diverse ma condividono molte

caratteristiche 454
* La trascrizione da parte della RNA polimerasi

avviene in una serie di passagdgi 456
* L'inizio della trascrizione richiede

tre passaggi distinti 458
Il ciclo della trascrizione nei batteri 458
* | promotori batterici, pur avendo alcune

caratteristiche ben definite, si differenziano

per la sequenza e la forza 458
FOCUS 13.1 TECNICHE Le sequenze consenso 460

X

« |l fattore o media il legame della polimerasi
al promotore

* Latransizione a complesso aperto comporta
dei cambiamenti strutturali nel’lRNA polimerasi
e nel promotore

* Latrascrizione & iniziata dallRNA polimerasi
senza l'ausilio di un primer

* Nella prima fase della trascrizione 'lRNA
polimerasi resta ferma e tira il DNA a valle
al suo interno

* [evasione dal promotore richiede la rottura
delle interazioni tra la polimerasi e
il promotore e tra il core enzimatico
e il fattore o

461
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464
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FOCUS 13.2 PER SAPERNE DI PIU Le RNA polimerasi

asingola subunita

* La polimerasi in fase di allungamento
€ una macchina processiva che
simultaneamente sintetizza RNA
e corregge le bozze dellRNA

* L'RNA polimerasi si pud bloccare
e avere bisogno di essere rimossa

* Latrascrizione termina grazie ad alcuni
segnali all'interno della sequenza dellRNA

La trascrizione negli eucarioti
* |l core dei promotori del’lRNA polimerasi Il

& costituito da combinazioni di quattro classi
differenti di elementi di sequenza

* L'RNA polimerasi Il forma sul promotore
un complesso di preinizio con i fattori
generali di trascrizione

* [evasione dal promotore richiede
la fosforilazione della “coda” della polimerasi

* TBP silega al DNA e lo piega usando
un foglietto B inserito nel solco minore

« | fattori generali di trascrizione hanno
anche funzioni specifiche nella fase di inizio

* Invivo, I'inizio della trascrizione ha bisogno
di altre proteine, incluso il complesso
del Mediatore

* |l Mediatore & composto da molte subunita,
alcune delle quali sono conservate dal lievito
agliumani

* Un nuovo gruppo di fattori stimola
'allungamento e la capacita di correzione
della Pol Il

* Le polimerasi durante la fase di allungamento
devono risolvere il problema della presenza
degliistoni sul DNA

» La polimerasi durante la fase di allungamento
Si associa con un nuovo gruppo di fattori proteici,
necessari alla maturazione dellRNA

* Laterminazione della trascrizione € associata
alla distruzione del’lRNA da parte di un’RNasi
altamente processiva

Trascrizione ed RNA polimerasi |l e lll

* Le RNA Pol | e Pol lll riconoscono promotori
distinti e utilizzano gruppi diversi di fattori
di trascrizione, ma richiedono sempre TBP

* L'RNA Pol | trascrive esclusivamente i geni
per rRNA

* | promotori della Pol lll si trovano a valle
del sito d'inizio della trascrizione
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Le interconnessioni tra trascrizione
e replicazione del DNA nel mantenimento

della stabilita del genoma 488
CONCETTI CHIAVE 490
DOMANDE 491

CAPITOLO 14

Lo splicing delPRNA 493
FOCUS 14.1 ESPERIMENTI CHIAVE L’adenovirus

e la scoperta dello splicing 495
La chimica dello splicing del’RNA 497
* Lesequenze all'interno dellRNA

determinano dove avviene lo splicing 497

* L'introne viene rimosso in una forma
a cappio detta lariat e gli esoni laterali
vengono uniti 497

Il macchinario dello spliceosoma 499
* Lo splicing del’lRNA viene effettuato

da un complesso molto grande chiamato
spliceosoma 499

Le vie dello splicing 500
* Assemblaggio, riarrangiamenti e catalisi

all'interno dello spliceosoma: il percorso

dello splicing 500
* |assemblaggio dello spliceosoma e variabile

e dinamico e il suo disassemblaggio garantisce
che la reazione di splicing nella cellula vada

solo in avanti 502
* Gliintroni self-splicing dimostrano che 'RNA

puod catalizzare lo splicing 503
FOCUS 14.2 ESPERIMENTI CHIAVE La conversione

in ribozimi degli introni del gruppo I 504
* Gliintroni del gruppo | rilasciano

un introne lineare anziché un cappio 504
 Come fa lo spliceosoma a trovare

con precisione i siti di splicing? 506
Le varianti di splicing 509

* Gli esoni appartenenti a diverse molecole
di RNA possono essere uniti attraverso
uno splicing in trans 509

* Un gruppo ristretto di introni € processato
da uno spliceosoma alternativo formato

da un corredo diverso di snRNP 509
Lo splicing alternativo 510
* | singoli geni possono dare origine a prodotti

diversi grazie allo splicing alternativo 510
* Esistono diversi meccanismi che garantiscono

uno splicing mutualmente esclusivo 512

* Lincredibile caso del gene Dscam di drosofila:

un esempio di splicing mutualmente esclusivo

su larga scala 514
* Lo splicing mutualmente esclusivo dell’'esone 6

di Dscam non puo essere ottenuto con nessun
meccanismo standard e probabilmente utilizza

nuove strategie 515
FOCUS 14.3 ESPERIMENTI CHIAVE L’identificazione

dei siti di ancoraggio e delle sequenze selettrici 517
* Lo splicing alternativo e regolato

da attivatori e repressori 518
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* Laregolazione dello splicing alternativo

determina il sesso dei moscerini 520
* Uninterruttore di splicing alternativo
controlla la pluripotenza 522

FOCUS 14.4 IMPLICAZIONI MEDICHE Gli errori

nello splicing del pre-mRNA causano

diverse malattie umane 524
Il rimescolamento degli esoni 525

* Gli esoni vengono rimescolati mediante
ricombinazione per produrre geni
che codificano nuove proteine 525

L’editing delRNA 527

* Lediting dell’lRNA rappresenta un altro
modo per modificare la sequenza

diun mRNA 527
FOCUS 14.5 IMPLICAZIONI MEDICHE Le deamminasi

e’HIV 529
* GIli RNA guida dirigono l'inserzione

e la delezione delle uridine 529
Il trasporto del’mRNA 531

* L'mRNA maturo viene impacchettato
ed esportato dal nucleo al citoplasma

per la traduzione 531
CONCETTI CHIAVE 532
DOMANDE 534

CAPITOLO 15

La traduzione 535

L’RNA messaggero 536

* Le catene polipeptidiche sono specificate
dalle sequenze delle cornici di lettura aperta 536

* Gli mRNA dei procarioti hanno un sito
di legame per il ribosoma che recluta

il macchinario per la traduzione 538
* GlimRNA degli eucarioti sono modificati alle

estremita 5’ e 3’ per facilitare la traduzione 538
Gli RNA transfer 539
* | tRNA agiscono da adattatori tra codoni

e amminoacidi 539
* [tRNA hanno in comune una struttura

secondaria con forma simile a un trifoglio 539

FOCUS 15.1 PER SAPERNE DI PIU Gli enzimi che
aggiungono la sequenza CCA: un meccanismo

di sintesi del’RNA in assenza di uno stampo 540
* | tRNA hanno una struttura tridimensionale

a“L” 541
Il legame degli amminoacidi al tRNA 541

* | tRNA vengono caricati con un amminoacido
che silega allladenosina dell’estremita 3’

tramite un legame acilico ad alta energia 541
* L’amminoacil-tRNA sintetasi carica i tRNA

in due passaggi 541
» Ciascuna amminoacil-tRNA sintetasi attacca

un solo amminoacido a uno o piu tRNA 542
* e tRNA sintetasi riconoscono le caratteristiche

strutturali esclusive dei rispettivi tRNA 543
* La formazione dellamminoacil-tRNA

€ molto accurata 544
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¢ Alcune amminoacil-tRNA sintetasi usano
un sito di correzione per caricare il tRNA
con un alto grado di accuratezza 545

* |l ribosoma non & in grado di distinguere
tra tRNA caricati in modo corretto
O non corretto 545

Il ribosoma 546
FOCUS 15.2 PER SAPERNE DI PIU La selenocisteina 546
* |l ribosoma é costituito da due subunita:

una maggiore e una minore 547
* Le subunita maggiore e minore si associano
e si dissociano a ogni ciclo di traduzione 549

* | nuovi amminoacidi vengono attaccati
all’'estremita C-terminale della catena
polipeptidica nascente 550

* | legami peptidici si formano mediante
il trasferimento della catena polipeptidica

nascente da un tRNA allaltro 550
* Gli RNA ribosomiali sono determinanti
sia strutturali sia catalitici del ribosoma 551

* |l ribosoma ha tre siti di legame per il tRNA 552

e | canali che attraversano il ribosoma

permettono allmRNA e alla catena

polipeptidica nascente di entrare

e di uscire dal ribosoma 552
L’inizio della traduzione 555
* GlimRNA dei procarioti vengono inizialmente

reclutati dalla subunita minore tramite

appaiamento di basi con 'rRNA 555
* Nei procarioti, un tRNA specializzato,

caricato con una metionina modificata,

si lega direttamente alla subunita minore 556
« Tre fattori d’inizio dirigono 'assemblaggio

di un complesso iniziatore che contiene

'mRNA e il tRNA iniziatore 556
* | ribosomi degli eucarioti vengono reclutati

sullmRNA dal Cap al 5’ 557
FOCUS 15.3 PER SAPERNE DI PIU uOREF e IRES:

eccezioni che confermano la regola 558

» | fattori d’inizio della traduzione mantengono

I'mRNA eucariote in una conformazione

circolare 561
e |l codone d’inizio viene trovato leggendo

la sequenza dellmRNA a partire

dall’estremita 5’ 562
L’allungamento durante la traduzione 564
e Gliamminoacil-tRNA vengono trasferiti

sul sito A dal fattore di allungamento EF-Tu 564

e llribosoma utilizza diversi meccanismi per evitare

di selezionare gliamminoacil-tRNA errati 565
* |l ribosoma & un ribozima 567
* Laformazione del legame peptidico innesca

la traslocazione nella subunita maggiore 569

« || fattore EF-G fa avanzare la traslocazione
stabilizzando gli intermedi 569

» EF-Tu-GDP ed EF-G-GDP devono scambiare
il GDP con GTP prima di poter partecipare
a un nuovo ciclo di allungamento 571

* |l ciclo di formazione di un legame peptidico
consuma due molecole di GTP e una di ATP 571

Xl

FOCUS 15.4 PER SAPERNE DI PIU Le proteine
che legano il GTP, i cambiamenti conformazionali,
la precisione e Pordine degli eventi della traduzione

La terminazione della traduzione

« | fattori di rilascio terminano la traduzione
in risposta ai codoni di stop

« Alcune brevi regioni dei fattori di rilascio
di classe | riconoscono i codoni di stop
e innescano il rilascio della catena peptidica

+ Lo scambio GDP/GTP e lidrolisi del GTP
controllano il funzionamento del fattore
di rilascio di classe Il

« |l fattore diriciclaggio del ribosoma simula
un tRNA

FOCUS 15.5 IMPLICAZIONI MEDICHE Gli antibiotici
arrestano la divisione cellulare bloccando passaggi
specifici della traduzione

La regolazione della traduzione
* Nei batteri le proteine o gli RNA che si legano

vicino al sito di legame del ribosoma regolano
negativamente l'inizio della traduzione

* Laregolazione della traduzione nei procarioti:
le proteine ribosomiali sono repressori
traduzionali della propria sintesi

* I regolatori globali della traduzione eucariote
agiscono sui fattori indispensabili per
il riconoscimento del’mRNA e il legame
del tRNA iniziatore al ribosoma

* Le 4E-BP specifiche per un mRNA
controllano spazialmente la traduzione

* Una proteina dilegame all’lRNA, regolata
dal ferro, controlla la traduzione della ferritina

* La traduzione dell’attivatore trascrizionale
del lievito Gen4 e controllata da piccole ORF

a monte e dall’abbondanza di un complesso
ternario

FOCUS 15.6 TECNICHE La determinazione
del profilo dei ribosomi e dei polisomi
La regolazione della stabilita del’mRNA
e delle proteine dipendente
dalla traduzione
* L'RNA SsrA libera i ribosomi che traducono
gli mMRNA spezzati

FOCUS 15.7 IMPLICAZIONI MEDICHE Un farmaco
di prima linea nella terapia della tubercolosi
ha per bersaglio I'indirizzamento al ribosoma
di SsrA

* Le cellule eucariote degradano gli mRNA
incompleti o dotati di codoni di stop
prematuri
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Il codice genetico 601
Il codice € degenerato 601
* Riconoscere un ordine nel codice 603
* |l tentennamento dell’anticodone 603
* Tre codoni determinano la fine della catena 605
+ Come venne decifrato il codice 605
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* Lincorporazione di amminoacidi specifici

da parte di mRNA sintetici 605
* Lasequenza poliU codifica la poli-fenilalanina 606
* | copolimeri misti consentirono I'assegnazione

di altri codoni 607
* L'RNA transfer silega a codoni trinucleotidici

definiti 608
* |assegnazione dei codoni tramite copolimeri

ripetitivi 608
Tre regole disciplinano il codice genetico 609
« Tre tipi di mutazioni puntiformi alterano

il codice genetico 610
* La prova genetica che il codice viene letto

in gruppi di tre unita 611
Le mutazioni di soppressione possono trovarsi

nello stesso gene o in geni diversi 611
* La soppressione intergenica coinvolge tRNA

mutanti 612
* | soppressori nonsenso leggono anche

i normali segnali di terminazione 614
* La prova della validita del codice genetico 614
Il codice genetico & pressoché universale 615
FOCUS 16.1 PER SAPERNE DI PIU Espandere

il codice genetico 617

CONCETTI CHIAVE 618

DOMANDE 618

CAPITOLO 17

Origine ed evoluzione iniziale della vita 21

Quando é sorta la vita sulla Terra? 623
Quali furono le basi della chimica organica
prebiotica? 624
La vita si € evoluta da un mondo a RNA? 627
E possibile creare ribozimi autoreplicanti
tramite evoluzione diretta? 628
L’evoluzione darwiniana richiede protocellule
in grado di autoreplicarsi 631
La vita & nata sulla Terra? 634
CONCETTI CHIAVE 635
DOMANDE 635
PARTE E
REGOLAZIONE GENICA 637

CAPITOLO 18

La regolazione della trascrizione

nei procarioti 643
| principi della regolazione trascrizionale 643
* L’espressione genica e controllata

da proteine regolatrici 643
* Lamaggior parte degli attivatori e dei repressori

agisce a livello dell'inizio della trascrizione 644
* Molti promotori sono regolati dagli attivatori,

che favoriscono il legame dell’RNA polimerasi

al DNA, e dai repressori, che bloccano

questo legame 644

© 978-8808-52016-6

INDICE GENERALE

« Alcuni attivatori e repressori funzionano
allostericamente e regolano passaggi
dell’inizio della trascrizione successivi
al legame dellRNA polimerasi

* Azione a distanza e formazione di un’ansa
sul DNA

* |l legame cooperativo e l'allosteria svolgono
molte funzioni nella regolazione genica

« Antiterminazione e oltre: non tutta

la regolazione dell’espressione genica
agisce sull’inizio della trascrizione

La regolazione dell’inizio della trascrizione:
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