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Geni ed errori congeniti del
metabolismo cellulare

INBORN ERRORS OF Benzer aveva dimostrato con gli
METABOLISM

e cenn i €SpErimenti sul fago T4 che il cistrone e

the Bayal Coltege of Physicians

e = I'unita di funzione. Tuttavia non era noto
i Né cosa fosse il cistrone, né il suo
=570 funzionamento. Nel 1908 il medico A.
e-wnizz, Garrod aveva osservato che molti difetti

congeniti delluomo erano dovuti a
Jowme v oo caratteri recessivi ed erano correlati a
difetti metabolici.
Ad esempio, la fenilchetonuria (correlata all'albinismo) e dovuta
all'incapacita di trasformare la fenilalanina in tirosina; la fenilalanina si
accumula e viene trasformata in un composto tossico, I'acido fenilpiruvico.




PKU e albinismo

Figura 4.1

Catena metabolica della fenilalanina-
tirosina. Persone affette da alcaptonu-
ria non possono metabolizzare 1acido
omogentisico (HA) a maleilacetoacetico e
quindi lo accumulano. Persone affette da
fenilchetonuria (PKU) non possono tra-
sformare la fenilalanina in tirosina:
quindi si accumula lacido fenilpiruvico.
Persone affette da albinismo non posscro
sintetizzare la melanina dalla tirosir..
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Beadle e Tatum (1941)

Edward Tatum

La reale funzione dei geni fu scoperta da Beadle e
Tatum che lavoravano sulla Neurospora crassa. Essi
irradiarono questo organismo, seminarono le spore su
terreno completo e poi le riseminarono su terreno
minimo per vedere se crescevano. Dopodiché
selezionarono i mutanti per un cerfo nutriente
(auxotrofi) e cercarono di capire qual era il difetto.
Il loro primo lavoro fu sui mutanti incapaci di
crescere senza arginina. I test di complementazione
e i dati di mappatura rivelarono che esistevano tre
loci diversi per il controllo del suo metabolismo, che
chiamarono arg-1, arg-2 e arg-3.



Figura 4.3

Metodo utilizzato da Beadle e Ta-
tum per isolare mutazioni auxo-
trofe in Newrospora. In questo
caso il ceppo mutante isolato &
auxotrofo per triptofano.

La procedura
sperimentale

From Introduction to Genetic Analysis, 5e by Griffiths et al. Copyright & 1593 by W. H. Freeman and Company

—

__._
=

Glicina
Alanina

Ascospore trasferite

Incrociato con ceppo selvatico separatamente

Selvatico di tipo sessuale opposto in provette di coltura
Raggi X
| 2,0 . %
e 0 e

Terreno
Centinaia di pr—ette completo
contenenti t. - en. completo
inoculatr . an .ingoe
ascosp 1"

Terreno
Conidi fspu 2 as »ssuali) minimo

di ciascu ra o ltura I 1
o7 lize e su terreno M
my, ime |
L'assenza di crescita su terreno minimo
& indice di un mutante nutrizionale

Conidi delle colture Minimo

R nan EaeoNG j Minimo + Minimo + | Completo
o ' (controllo) amino- vitamine (controlla)
su terrenc minimo, | acidi ) s
analizzati su diversi |
terreni addizionati
w [} o o [} o [=] o w o o [=] [=] 2] 2} o 2] m
£ £ £ £ £ £ B B £ & E 2 3 B & E E 'E
1 et [ = w | - (=]
3 3 S s s8 282 535 E 8 E ¢ 33§ =
g 2 T ¥ £ B T = & & 5 = RS
@ = g = 5 © 5 F i
L =@ 8 o <
g B
g <
<

120
amino-
acidi



T risultati ottenuti

MH, NH,

: . : : Lk
Se si somministrano ai tre ceppi delle R ek

.o .. . \ . N NH NH

sostanze chimicamente simili all‘arginina, b d
cioe la citrullina e l'ornitina, i tre ceppi %HN”E %HNH: ,::”N”:
reagiscono differentemente. COOH  CODH  COOH
E h I I I l I Cimithine Cilrulline Arginine

ra noto che nella cellula Mutante
sostanze simili possono essere argl-  + + +
. ' . 2- -

convertite una nell'altra dagli i i i
arg3- - - +

enzimi, per cui Beadle e Tatum

(che per questo ricevettero il Nobel) ipotizzarono che in realta i
mutanti alterassero ognuno una diversa tappa della stessa via

metabolical



Un gene, un enzima

(b) Hypothesized pathway for arginine synthesis
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(d) THE ONE GENE-ONE ENZYME HYPOTHESIS
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Interpretazione molecolare
dei dati genetici precedenti

A questo punto diventano chiari molti rapporti mendeliani atipici,
come la complementazione: due linee a fiore bianco (mutanti),
incrociate tra loro, danno fiori rossi (selvatici) in prima
generazione, e fiori rossi e bianchi (in seconda generazione) con
un rapporto 9:7. Ora e facile interpretare perché: si tratta di
una via metabolica con (almeno) due enzimi e tre substrati
coinvolti. Si spiega anche la dominanza e la recessivita: il
dominante ha ancora la funzione enzimatica, il recessivo no.

precursore P precursore P pigmento
bianco 1 /' bianco 2 /' rosso
Enzima Enzima
allele A allele B




Sequenziamento delle proteine

Nel 1953 Frederick Sanger ottiene la prima sequenza polipeptidica
completa, l'insulina bovina.
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Sanger aveva dimostrato Ia
costanza della sequenza
aminoacidica delle proteine, cioe
la stessa proteina ha sempre gli
stessi aminoacidi, nello stesso
ordine. Vernon Ingram studio
I'emoglobina selvatica (HbA) e
quella che provoca Ianemia
falciforme (HbS), scoprendo che

una singola sostituzione amino-
acidica ¢ la causa della creazione

di una proteina mutante
responsabile di tutte le patologie
umane connesse a questo tipo di
anemia.



La pleiotropia di HbS

GLOSSARIO

Bone marrow: midollo osseo
Heart: cuore

Kidney: rene

Brain: cervello

Lung: polmone

Spleen: milza
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Colinearita gene - proteina

s Nel 1967 Charles Yanofsky aveva isolato tutta una
"~ serie di mutazioni a carico del gene A della triptofano
sintetasi di E. coli. Egli scopri che ad ogni mutazione
corrispondeva un polipeptide difettivo, e che c'era una
correlazione diretta tra posizione della mutazione nel
DNA e posizione dellaminoacido sbagliato nella
proteina. Riusci anche ad ottenere un ricombinante

2osions f selvatico tra due mutazioni

m tacons
in MA

_— A dello stesso aminoacido
| (Gly47Arg e Gly476lu),

+HyN 10T l [1-1 [ =1 I coo-

I e qn ez swases | dimostrando che ogni codone
= Phe u Jr Lo The gr Gin acid residues . N
T AT AT (Crick e Brenner) & composto
STOP Leu Val Gin Met “ys Arg lle Arg GluVal Cys Asp Leu STOP

almeno da due reconi (Benzer).
Quindi l'unita di ricombinazione é piu piccola dell'unita di traduzione!



Eccezioni

Il concetto un gene = una catena polipeptidica é di importanza capitale
per la relazione tra gene e funzione. Tuttavia in alcuni casi ci sono delle

ambiguita. Ad esempio in Neurospora ci sono due regioni adiacenti nel
locus adenina-3, dette ad-3A e ad-3B.

= Tutti i mutanti ad-3A4 complementano con tutti i mutanti ad-38;
= i mutanti ad-3A4 mappano a lato dei mutanti ad-3B e viceversa;
= i mutanti ad-34 hanno una funzione diversa dai mutanti ad-38B;
= nessun mutante ad-3A complementa con altri mutanti ad-3A4:;

= alcuni (non tutti) mutanti ad-3B complementano con alcuni altri
mutanti ad-38!

E possibile che ad-3B siano in realta due cistroni?



I dati e la loro interpretazione

+ = complementazione:

non complementazione

1 2 3 4
1 - + - -
2 | + - + -
3 - + - +
4 | - - + -

Mappa di complementazione: la non
I complementazione é nelle zone di
sovrapposizione delle barre.

La mappa di complementazione & una mappa "funzionale”, non fisica. Tuttavia ¢
da notare che l'ordine i ~omplementazione corrisponde generalmente all'ordine
sulla mappa di ricomoinazione. Inoltre i dati ci dicono che stiamo vedendo un
cistrone solo (confrontare 1 e 3, e poi questi due con 4). La “frequente”
reversione ci assicura che non sono delezioni.

Possibili interpretazioni: (a) proteine a domini separati; (b) strutture
quaternarie in grado di compensare le funzioni dei componenti.




The central dogma
Flow of genetic information:

1 Perpetuation of genetic information from generation to generation
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Dal DNA alle
proteine:
procarioti ed
eucarioti
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Tl ribosoma

E composto di proteine ed RNA ribosomale
(rRNA) la cui sintesi avviene nel nucleolo.

30S ribosomal subun
-~ 7/

' | I 508 ribosomal subunit

Trinucleotide mini-n QNA

o

'4C-Phe
'“C |abeled phenylalanyl-tRNAF"®

The trinuclectide activates the ribosome
and stimulates aminoacyl-tRNA binding.

4C-Phe
Trinucleotide/phenylalanyl-tRNA™"/ribosome complex

Copyright 2000 John Wilsy and Sons, Ino



Il tRNA (o RNA di trasferimento)

3' . .
U = Pseudouricine z Legge il codice sul mRNA e lo traduce
= Inosine I . . . Qe
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H
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L'inizio della sintesi proteica

E or exit tRNA P or peptidyl A or aminoacyl f-methionyl- .
< =

binding site  binding site  binding site tRNANE! r\, |
L/" h ) : Hoe / mRNA
Y Form:on Ik uHN;{"'E' and
IF-3:, AANA/30
30S subt IF 2-mettRANAMS =om e ubunit complexes.
.‘/—
mHNA 5 17 \ . 1F-3) MANA-30 subunltiomplex s
o) A8

The complexas formed in step 1
combing with each other, IF-1, and GTP
to form the 308 initiation complax.

/

Phenylalanyl—tRNA""
with growing
polypeptide attached

508 ribosomal subunit

Direction of Y

movement . . ED
(a:} GDP P,® :

Figure 13.14a Diagram of a model of = /08 ribosome of E. Coli. Each ribosome-mBMA complex
containg three aminoacyl-tRNA binding sites. The A or aminoacyl-tRMNA site is occupied by an
alanyl-tRNAM2 complex. The P or paptidyl site is occupied by a phenylalany-tANAPT complex,
with the growing polypeptide chain covalently linked to the phenylalaning tRNA, The E or axit site
is oecupied by the tRNABY prior to its release from the ribosome.

Copyright 2000 John Wiley and Sons, Inc Copyright 2000 John Wiley and Sons, Ine

[ > : —
4 \/-P ) Aiter IF-3 is released, the 508 subunit

Joins the initiation complex; GTP is
cleaved and IF-1 and IF-2 are released.

705 ribosome



L'elongazione del polipeptide

Aminoacyl-tBRN % enters
A site of viLzcsome.




Elongazione e
termine del
polipeptide

Termination
codon

Release factor 1

o Release factor 1 binds to
the UAG termination codon
in the A site of the ribosome
and tRNAFhe leaves
the E site.

0 Release of the nascent polypeptide and RF-1
and transfer of tRNASY from the P site to
the E site.

Copyright 2000 Jobn Wiley and Sons, Ine Cepyright 2000 John Wilsy and Sons, Ine.



Figura 6.17

Diagramma di un
polisoma, diversi ribosomi
che traducono in sequenza
lo stesso mRNA,

Il polisoma

_ Polipeptide

Catene
completo

polips rtmuhe

5 ribosomi mentre
leggono in sequenza
lo stesso RNA

Ne a0’
(Codone di - ha g
inizio) j
AUG F) EE UAG //,
3" mRNA

tRNA
Codone di stop

30S

» Movimento del ribosoma AN
4

Molti ribosomi traducono contemporaneamente ciascun mRNA,
amplificandone gli effetti. Si parla di polisoma o poliribosoma.



Dettaglio del legame peptidico

Figura 6.1
La formula di struttura generale di un aminoacido.

Atomo di Gruppu R . . .
honio i / (varia a seconda
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Nel ribosoma viene catalizzata la
aminoacidi
facendo reagire il gruppo aminico
del primo con il  gruppo
carbossilico del secondo. Il primo
aminoacido della proteina (la

Gruppo aminico GILo%e . hussile 1 1 ) 2 ! 1
™ metionina) e allN tferminale,
Le strutture comuni 7. w i i ¢ minoacidi ' . .
I'ultimo al € terminale.
Figura 6.3
Il meccanismo di formazione del ‘egane peptidico tra il gruppo carbossilico di
un aminoacido ed il gruppo 2 anic . di un altro aminoacido.
Aminoacido Aminoacido Palipeptide
r N 1
H
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AN | 7 J Il | 7
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| e | N Estremita | | -
H o Gruppo Rs ° amino- | H Rz N
Gruppo Lty terminale Estremita carbossi-
carbossile (N-terminale) terminale (C-terminale)



Organizzazione 3D delle proteine

Figura 6.4

I quattro livelli di struttura delle proteine. (a) Primaria, la sequenza degli ami..oa idi in una catena polij. pti ica. (b) Se-
condaria, il ripiegamento e 'avvolgimento di un singolo polipeptide in una grai d> v rie 4 di forme. Viens mosiwato un tipo di
struttura secondaria, I'ci-elica. Entrambe le strutture sono stabilizzate da legami . lrogeno. (¢) Ter.iar a, 1» specifico ripiega-
mento tridimensionale della catena polipeptidica. E mostrata la catena polip pt.lica B dell'emogplsvin. . un polipeptide conte-
nente un gruppo eme che trasporta l'ossigeno nel sangue. (d) Quaterna i-, I'ajgregarsi snecifioa (i pii catene polipeptidiche.
Viene mostrata I'emoglobina, che e formata da due catene o, due ca en> |2 C quatiro gru »pi e.ne
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Differenza tra eucarioti
procarioti

Processi per la sintesi di un mRNA funzionale nei procarioti e negli eucarioti. (a) N i |.rocarioti 'mRNA sin =_zzato
dall'RNA polimerasi non deve essere processato prima di essere tradotto dai ribosomi. T ltre, poiché noi ¢’¢ nessuna mem-
brana nucleare, la traduzione dell'mRNA puo incominciare mentre la trascrizione sta . 1c. ra proseguendo )i =sw porta all’ac-
coppiamento dei processi di trascrizione e di traduzione. (b) Negli eucarioti il ta'crito primario & ©nu. molecola di mRNA
precursore (pre-mRNA), che & processata nel nucleo, con l'aggiunta di un capy ac~ie o 39e diur a cot'a oo polifA) in 39e la ri-
mozione degli introni. La traduzione puo avvenire soltanto dopo che 'mRT A i-~0uro & trasportao el citoplasma.

a) Procarioti b) Eucarioti

,..0{_\/”\_'\_//\:\_’ DMNA “-——______L
(—J f\-tll/ hicleo
§ Y

RNA p-uumerasl
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21. (pre-mANA) ~__ \

Processcmer 2

{capr suciu in 59
cod” a, uo (A) in 39

nmL rione wegli intrani)

Y

Sintesi
|

del polipeptide
Ribosoma ey Citoplasma

Nei procarioti
non c'e
separazione
spaziale e/o
temporale tra
trascrizione e
traduzione!



