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La metilazione del DNA varia durante lo sviluppo

embrionale 317
La metilazione del DNA é governata da un
complesso macchinario enzimatico 317
Ci sono proteine che leggono il segnale della
metilazione del DNA 318
BOX 12.1 La proteina MeCP2 (metil-CpG-binding
protein 2) e la sindrome di Rett 319
12.7 Gli RNA lunghi non codificanti nella
regolazione della trascrizione 320
Gli RNA non codificanti svolgono ruoli
sorprendenti nella regolazione della trascrizione 320
Le dimensioni e le localizzazioni genomiche dei
trascritti non codificanti sono notevolmente
diverse tra loro 322
12.8 | metodi per misurare I'attivita
trascrizionale degli elementi di
regolazione 322
BOX 12.2 La misurazione dell’attivita degli
elementi di regolazione trascrizionale in vivo 323
Concetti chiave 323
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La regolazione della trascrizione nel
genoma umano
13.1 Introduzione
I metodi di sequenziamento rapido dell’intero
genoma permettono di eseguirne 'analisi in
profondita
13.2 | concetti base di ENCODE
ENCODE si basa sul sequenziamento massivo
ad alta produttivita e sull’analisi dei dati con
sofisticati algoritmi informatici
Il progetto ENCODE integra dati diversi, rilevanti
per la trascrizione del genoma umano
BOX 13.1 Uno sguardo da vicino: FAIRE, una
procedura per isolare gli elementi regolatori su
tutto il genoma
13.3 Elementi di sequenza di DNA con
attivita di regolazione
Il profilo trascrizionale ¢ costituito da sette classi
di elementi di sequenza di DNA con funzione
regolatoria
13.4 Alcune scoperte specifiche sulla
struttura della cromatina ottenute da
ENCODE
Milioni di siti di ipersensibilita alla DNasi I
definiscono le regioni accessibili della cromatina
Le firme, ovvero le aree di sensibilita alla DNasi
I a livello dei promotori sono asimmetriche e
stereotipate
Il posizionamento dei nucleosomi a livello dei
promotori e intorno ai siti di legame dei TF e
altamente eterogeneo
La cromatina € eterogenea e asimmetrica anche
a livello degli elementi di regolazione e nel
corpo dei geni
13.5 Le nuove conoscenze sulla regolazione
genica ottenute con ENCODE
Gli elementi di controllo distali sono connessi ai
promotori in una rete complessa
BOX 13.2 Uno sguardo da vicino: la tecnologia 5C,
una metodologia massiva parallela per mappare
le interazioni tra elementi genomici di tutto il
genoma
Il legame dei fattori di trascrizione definisce
la struttura e la funzione delle regioni di
regolazione
BOX 13.3 Uno sguardo da vicino: come si studiano
i profili di metilazione su scala genomica?
[ fattori di trascrizione interagiscono formando
un enorme network
I siti di legame e la struttura dei corrispondenti
fattori di trascrizione coevolvono
I profili di metilazione del DNA mostrano una
complessa relazione con la trascrizione
13.6 Una panoramica del progetto ENCODE
Che cosa abbiamo imparato dal progetto
ENCODE e dove ci sta portando?
I metodi essenziali per gli studi del progetto
ENCODE
Concetti chiave
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Il processamento dell’RNA
14.1 Introduzione
La maggior parte delle molecole di RNA subisce
un processamento post-trascrizionale
Ci sono quattro categorie generali di
processamento
Gli RNA eucariotici sono processati in modo
molto piu esteso degli RNA batterici
14.2 |l processamento dei tRNA e degli rRNA
Il processamento del tRNA e simile in tutti gli
organismi
Tutte e tre le molecole di RNA ribosomiale
maturo derivano da un singolo, lungo RNA
precursore da cui sono via via liberate
BOX 14.1 | ribozimi
14.3 |l processamento dell’'mRNA eucariotico:
le modificazioni terminali
Il capping eucariotico degli mRNA avviene
cotrascrizionalmente
La poliadenilazione all’estremita 3’ svolge
diverse funzioni
14.4 1l processamento dell’'mRNA eucariotico:
la rimozione degli introni o splicing
Il processo di splicing & complesso e richiede
molta precisione
Lo splicing e effettuato dagli spliceosomi
Lo splicing puo produrre mRNA alternativi
BOX 14.2 Lo splicing alternativo e I'evoluzione
BOX 14.3 Uno sguardo da vicino: alcuni esempi
di meccanismi ed esiti dello splicing alternativo
BOX 14.4 Collegamenti tra splicing alternativo
e cancro
Il chimerismo in tandem unisce esoni di geni
differenti
Il trans-splicing combina esoni che si trovano
in due filamenti complementari di DNA
14.5 Laregolazione dello splicing e dello
splicing alternativo
I siti di splicing differiscono nella loro
propensione al processo
L'architettura esone-introne influenza
I'utilizzazione del sito di splicing
Le interazioni cis-trans possono stimolare o
inibire lo splicing
BOX 14.5 Stress cellulare, splicing dell’'RNA
e ruolo delle modificazioni post-traduzionali
delle proteine SR
La struttura secondaria dell'mRNA puo regolare
lo splicing alternativo
Talvolta la regolazione dello splicing alternativo
non richiede regolatori ausiliari
La velocita di trascrizione e la struttura della
cromatina possono contribuire alla regolazione
dello splicing
14.6 Autosplicing: introni e ribozimi
Una parte degli introni viene escissa tramite
autosplicing dell'RNA
Cisono due classi di introni autocatalitici
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14.7 Una visione d’insieme: la storia di una
molecola di mRNA
La trasformazione del trascritto primario
in un mRNA funzionale richiede un certo
numero di fasi
L'mRNA e trasportato dal nucleo nel citoplasma
attraverso i complessi del poro nucleare
BOX 14.6 | complessi dei pori nucleari
La sequenza dell’RNA puo subire editing
enzimatico anche dopo la trascrizione
14.8 Il controllo di qualita dell’RNA e la sua
degradazione
Batteri, archea ed eucarioti dispongono di
meccanismi per il controllo di qualita dell'RNA
Gli archea e gli eucarioti utilizzano specifiche vie
per correggere i differenti errori degli RNA
14.9 La biogenesi e le funzioni dei piccoli
RNA silenziatori
Tutti gli ssRNA derivano dal processamento di
precursori piu lunghi
Concetti chiave
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La traduzione: i protagonisti

15.1 Introduzione

15.2 Una visione d’insieme della traduzione

Sono necessari tre diversi partecipanti per
effettuare la traduzione

15.3 L'RNA transfer (o di trasferimento o

adattatore)

Le molecole di tRNA si ripiegano in una struttura
con quattro bracci, simile a un trifoglio

BOX 15.1 L'RNA Tie Club e I'ipotesi dell’adattatore

[ tRNA vengono amminoacilati da un gruppo di
enzimi specifici chiamati amminoacil-tRNA
sintetasi

L'amminoacilazione del tRNA € un processo in
due passaggi

Il controllo di qualita, o correzione delle bozze,
durante la reazione di amminoacilazione

BOX 15.2 Il meccanismo del doppio setaccio
per la correzione delle bozze effettuata dalle
amminoacil-tRNA sintetasi: una storia in
continua evoluzione

L'inserimento di amminoacidi non canonici nella
catena polipeptidica e guidato dai codoni di stop

BOX 15.3 Uno sguardo da vicino: I'attivita di
correzione di bozze dell’'amminoacil-tRNA
sintetasi, la fedelta della traduzione e le
patologie umane

BOX 15.4 L'introduzione di amminoacidi non
naturali nelle proteine: I'espansione del codice
genetico

15.4 L'RNA messaggero

La sequenza di Shine-Dalgarno dell’'mRNA
batterico allinea il messaggero al ribosoma

Gli mRNA eucariotici non hanno le sequenze
Shine-Dalgarno ma regioni 5’ e 3’ non tradotte
piu complesse
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L'efficienza della traduzione dipende, nel
complesso, da diversi fattori

15.5 | ribosomi

BOX 15.5 La lunga storia del ribosoma

Il ribosoma e una struttura a due subunita
costituita da rRNA e numerose proteine
ribosomiali

I ribosomi funzionali richiedono la presenza
di entrambe le subunita, con I'aggiunta di
specifiche molecole di RNA e di proteine

La subunita minore puo legare 'mRNA ma deve
associarsi a quella maggiore affinché avvenga
la sintesi proteica

L'assemblaggio del ribosoma e stato studiato sia
in vivo che in vitro

Concetti chiave
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La traduzione: il processo
16.1 Introduzione
16.2 Una panoramica della traduzione:
quanto é veloce e accurata?
BOX 16.1 | fattori di inizio e di allungamento della
traduzione sono potenziali oncoproteine
16.3 Metodologie avanzate per I'analisi della
traduzione
La crio-EM consente la visualizzazione di stati
cinetici discreti dei ribosomi
BOX 16.2 La funzione del ribosoma e gli antibiotici
La cristallografia a raggi X fornisce dati alla
risoluzione piu alta
Il trasferimento di energia per risonanza a
singola coppia permette gli studi di dinamica
a livello delle singole particelle
16.4 L'inizio della traduzione
L'inizio della traduzione prende il via dalla
subunita ribosomiale minore libera
La crio-EM ha fornito i dettagli dei complessi
d’inizio
La selezione del sito d'inizio negli eucarioti
€ un processo complesso
BOX 16.3 Toeprinting: I'inibizione dell’estensione
del primer da parte del complesso ribosoma-
mRNA
16.5 La fase di allungamento nella
traduzione
La decodifica e il processo con cui il codone si
appaia all’anticodone dell’amminoacil-tRNA
corrispondente
L'accomodazione indica un rilassamento del
tRNA distorto per permettere la formazione
del legame peptidico
La formazione del legame peptidico € accelerata
dal ribosoma
La formazione degli stati ibridi € parte essenziale
della traslocazione
BOX 16.4 Uno sguardo da vicino: studi dettagliati
della fase di allungamento, il meccanismo
browniano a scatto
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Le strutture dei fattori di allungamento
batterici forniscono informazioni utili per la
comprensione dei meccanismi

Nel ribosoma c’e un tunnel di uscita per la
catena polipeptidica

Negli eucarioti la fase di allungamento della
traduzione coinvolge ancora piu fattori

16.6 La terminazione della traduzione

RF3 contribuisce a rimuovere RF1 e RF2

Alla fine della traduzione i ribosomi vengono
riciclati

La ricostruzione della sintesi proteica € in
continua evoluzione

Concetti chiave

Ulteriori letture

La regolazione della traduzione

17.1 Introduzione

17.2 Laregolazione della traduzione tramite

il controllo del numero dei ribosomi

Il numero dei ribosomi nei batteri varia in
risposta ai segnali ambientali

Nei batteri la sintesi delle componenti
ribosomiali e coordinata

Negli eucarioti la regolazione della sintesi delle
proteine ribosomiali coinvolge la struttura della
cromatina

BOX 17.1 | legami crociati psoralenici e la struttura
cromatinica dell’'rDNA

BOX 17.2 La metilazione del dinucleotide CpG
nelle regioni dei promotori dei geni degli rRNA:
il suo collegamento con la trascrizione

17.3 La regolazione dell’inizio della

traduzione

La regolazione dell'inizio della traduzione
ubiquitaria e varia notevolmente

La regolazione potrebbe dipendere da fattori
proteici che legano le estremita 3’ o 5’
del’'mRNA

La regolazione dipendente dal Cap ¢ la modalita
di controllo della fase d’'inizio piu utilizzata

L'inizio puo utilizzare siti di ingresso interni ai
ribosomi

Negli eucarioti le interazioni 5'-3'-UTR
costituiscono un nuovo meccanismo per
regolare la fase d'inizio

I riboswitch sono elementi di sequenza dell'RNA
che regolano la fase di inizio in risposta a
determinati stimoli

I microRNA possono legarsi all'mRNA e in tal
modo regolare la traduzione

BOX 17.3 MicroRNA e diabete

17.4 La stabilita e la degradazione degli
mRNA negli eucarioti
Le due vie principali di degradazione
degli mRNA non difettosi iniziano con la
deadenilazione
La via di degradazione 5'—3' e iniziata dalla
rimozione del Cap da parte dell’enzima Dcp?
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La via di degradazione 3'—5" usa 'esosoma,
seguito da differenti enzimi per il taglio
del Cap, DcpS

Ulteriori vie per la degradazione del’'mRNA

BOX 17.4 Le proteine Sm e le loro simili: la
connessione con il lupus eritematoso sistemico

BOX 17.5 Uno sguardo da vicino: I'eliminazione
del Cap, il ritardo mentale legato al cromosoma
X e I'atrofia muscolare spinale

Gli mRNA non utilizzati sono sequestrati nei
corpuscoli P e nei granuli da stress

Le cellule utilizzano molti meccanismi per
distruggere le molecole di mRNA difettose

Le molecole di mRNA che contengono codoni
di stop prematuri sono degradate con la
degradazione mediata da codoni non senso
o NMD (nonsense-mediated decay)

La degradazione NGD (no-go decay) avviene
quando il ribosoma si arresta durante la fase
di allungamento

La degradazione dipendente dall’assenza del
codone di stop o NSD (non-stop decay) avviene
quando 'mRNA non contiene un codone di stop 463
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compartimenti delle cellule eucariotiche 477
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proteine: taglio, splicing e degradazione 479
In alcuni casi viene usato un taglio proteolitico
per produrre le proteine mature a partire dai

precursori 479
Alcune proteasi possono catalizzare lo splicing
delle proteine 480
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La proteolisi controllata viene anche utilizzata
per distruggere proteine non piu necessarie
BOX 18.2 L'apoptosi: prospettive fisiologiche,
cellulari e molecolari
18.5 Le modificazioni chimiche post-
traduzionali delle catene laterali degli
amminoacidi
La modificazione delle catene laterali puo
influenzare la struttura e la funzione proteica
La fosforilazione svolge un ruolo centrale nella
segnalazione

BOX 18.3 La scoperta della fosforilazione delle
proteine e delle cascate di fosforilazione:
il lavoro di Edmond Fischer e di Edwin Krebs

L’acetilazione modifica in particolare le
interazioni tra le macromolecole

Varie classi di proteine glicosilate contengono
zuccheri aggiunti

I meccanismi della glicosilazione dipendono
dal tipo di modificazione

BOX 18.4 La glicosilazione delle proteine, i gruppi
sanguigni e le trasfusioni di sangue

L'ubiquitinazione attacca una o piu molecole di
ubiquitina alle proteine grazie a una cascata
enzimatica

BOX 18.5 La scoperta del sistema ubiquitina-
proteasoma

La specificita della marcatura con ubiquitina e
dovuta a una peculiare classe di enzimi

BOX 18.6 Uno sguardo da vicino: le ligasi E3
e le patologie umane

La struttura dei coniugati proteina-ubiquitina
determina il ruolo biologico della modificazione

La poliubiquitina marca le proteine per la
degradazione da parte del proteasoma

La sumoilazione aggiunge molecole singole
o multiple di SUMO alle proteine

18.6 L'origine genomica delle proteine
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La replicazione del DNA nei batteri

19.1 Introduzione

19.2 Le caratteristiche della replicazione del

DNA condivise da tutti gli organismi

La replicazione su entrambi i filamenti crea una
forca di replicazione

BOX 19.1 L'esperimento di Meselson-Stahl

Il meccanismo della sintesi delle nuove catene di
DNA richiede uno stampo, una polimerasi e un
primer

La replicazione del DNA richiede I'azione
simultanea di due DNA polimerasi

BOX 19.2 | frammenti di Okazaki e la replicazione
del DNA

Per il funzionamento della forca di replicazione
SONno necessarie proteine aggiuntive

19.3 Lareplicazione del DNA nei batteri
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La replicazione del cromosoma batterico &
bidirezionale e inizia da una singola origine
di replicazione

La DNA polimerasi III catalizza la replicazione
nei batteri

La pinza scorrevole B, o fattore di processivita,
¢ indispensabile per garantire la processivita
nella replicazione

Il caricatore della pinza organizza il replisoma

L'insieme delle proteine del replisoma ¢
organizzato in modo complesso e dinamico

La DNA polimerasi I &€ necessaria per la
maturazione dei frammenti di Okazaki

BOX 19.3 Uno sguardo da vicino: il funzionamento

del caricatore della pinza

BOX 19.4 La scoperta delle DNA polimerasi
batteriche

BOX 19.5 Il frammento di Klenow e il suo utilizzo
in laboratorio

19.4 Il processo di replicazione batterica

Durante I'allungamento il replisoma e una
struttura dinamica

BOX 19.6 L'inibizione farmacologica della
replicazione del DNA nella pratica clinica

19.5 L'inizio e la terminazione della

replicazione batterica

L'inizio richiede sequenze specifiche di DNA
e numerose proteine

La terminazione della replicazione richiede
anch’essa specifiche sequenze di DNA e fattori
proteici che silegano a esse

19.6 La replicazione dei batteriofagi

e dei plasmidi

BOX 19.7 Il sistema di replicazione del
batteriofago T7: un maneggevole strumento
per affrontare un processo difficile

Il ciclo rotante € un meccanismo alternativo di
replicazione

La replicazione del fago puo utilizzare sia il
meccanismo bidirezionale che quello a ciclo
rotante
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La replicazione del DNA

negli eucarioti

20.1 Introduzione

20.2 L'inizio della replicazione negli eucarioti

Negli eucarioti I'inizio della replicazione procede

a partire da origini multiple
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BOX 20.2 La regolazione del ciclo cellulare

BOX 20.3 Uno sguardo da vicino: il controllo
temporale della replicazione é correlato alla
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A seconda della specie biologica le origini di
replicazione eucariotiche hanno strutture del
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La formazione dei complessi di inizio richiede
un contesto ben definito
La re-replicazione deve essere evitata
La metilazione degli istoni regola I'inizio
dell’abilitazione del sito
20.3 L'allungamento della replicazione degli
eucarioti
I replisomi eucariotici ricordano quelli batterici
e allo stesso tempo ne differiscono in modo
significativo
BOX 20.4 Lo slittamento della replicazione
del DNA, I'espansione delle ripetizioni
e le patologie umane
Altri componenti del replisoma batterico hanno
controparti funzionali negli eucarioti
L'allungamento negli eucarioti mostra alcune
particolari caratteristiche dinamiche
20.4 La replicazione della cromatina
La struttura della cromatina durante la
replicazione e dinamica
Gli chaperoni degli istoni possono svolgere
molteplici ruoli nella replicazione
Nella replicazione sono richiesti sia gli istoni
vecchi riciclati che quelli di nuova sintesi
Anche I'informazione epigenetica nella
cromatina deve essere replicata
20.5 Il problema della replicazione delle
estremita del DNA e la sua soluzione
La telomerasi risolve il problema della
replicazione delle estremita
BOX 20.5 Telomeri, invecchiamento e cancro
Nelle cellule prive di telomerasi € presente una
via alternativa di allungamento dei telomeri
20.6 La replicazione del DNA mitocondriale
I genomi circolari mitocondriali sono mito o
realta?
I modelli attuali della replicazione del genoma
mitocondriale sono in discussione
20.7 Lareplicazione del DNA nei virus che
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I retrovirus utilizzano la trascrittasi inversa per
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BOX 20.6 | retrovirus e la trascrittasi inversa
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La riduzione delle estremita avviene grazie

al complesso RecBCD 577
Sia I'invasione del filamento che lo scambio

del filamento dipendono da RecA 578
Ci sono molti aspetti della ricombinazione

omologa non ancora compresi 579

BOX 21.2 L'organizzazione di livello superiore del
nucleo in interfase: puo essere d'aiuto a trovare

un ago nel pagliaio? 580
Le giunzioni di Holliday sono le strutture
intermedie della ricombinazione omologa 583
BOX 21.3 Che cos’é la giunzione di Holliday
e come avviene la sua risoluzione? 583
21.4 Laricombinazione omologa negli
eucarioti 585

Le proteine eucariotiche coinvolte nella

ricombinazione ricordano le controparti

batteriche 585
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omologhi in meiosi 590
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Esistono vari tipi di trasposoni 596
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due meccanismi alternativi per trasporsi 599
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richiedono un intermedio a RNA 600
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