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el giro di pochi decenni la Biologia ha conosciu-

to uno sviluppo straordinario: i meccanismi che

determinano e regolano molti fenomeni biolo-
gici sono stati chiariti in grande dettaglio sia a livello
cellulare, sia a livello molecolare; nuovi ruoli sono stati
scoperti a carico di molecole di cui si supponeva di co-
noscere a fondo la funzione; sono emerse interazioni
e reciproche regolazioni tra processi considerati indi-
pendenti e concetti ritenuti definitivamente acquisiti
hanno dovuto essere rivisti e ridimensionati. L'Intro-
duzione del volume cerca di documentare molto sinte-
ticamente questo straordinario sviluppo descrivendo
le tappe attraverso cui i grandi temi della Biologia si
sono evoluti.

Di fronte a questa effervescenza di conoscenze, la
selezione del materiale per un testo rivolto a studenti
dei primissimi anni dei Corsi di Laurea a base biologi-
ca e medica comporta inevitabilmente un buon grado
di arbitrarieta. La scelta fatta nel redigere questo vo-
lume ¢ stata quella di fornire un’analisi accurata della
“logica” dei processi biologici fondamentali, limitando
la descrizione dettagliata ad alcuni esempi specifici, in
modo da fornire allo studente le basi per comprendere
autonomamente la loro applicazione a nuovi casi par-
ticolari, senza far assumere al volume un carattere en-
ciclopedico. Per molti capitoli, in appendice, & inoltre
fornita una lista di monografie per ulteriori approfon-
dimenti di specifici argomenti.

D’altra parte, per compensare l'eterogeneita del
background culturale degli studenti dei primi anni e
la diversa collocazione temporale nelle varie sedi uni-
versitarie dei Corsi di Biologia di base rispetto a corsi
propedeutici come Chimica e Fisica, € stata introdotta
una Prima parte del volume, Premesse, in cui vengono
sinteticamente presentati i concetti e le conoscenze
di chimica, chimico-fisica e biochimica necessari alla
comprensione dei fenomeni biologici, evitando di in-
tercalarli nella trattazione dei processi biologici, e con-
temporaneamente ne viene fornita allo studente una
“lettura in chiave biologica”, sottolineando gli aspetti
che maggiormente contribuiscono alla comprensione
dei fenomeni biologici.

La Seconda parte, Struttura e funzione della cellula
e delle sue parti, analizza dal punto di vista morfologi-
co, molecolare e funzionale la cellula e le strutture che
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la compongono, mentre la Terza, I flusso di informa-
zione all’interno della cellula, descrive i meccanismi
che trasformano l'informazione genetica in strutture
funzionanti e la loro regolazione, e la Quarta, /I flusso
di informazione da una generazione cellulare all’al-
tra, descrive il processo della replicazione del DNA,
i meccanismi della divisione cellulare, la regolazione
e le alterazioni del ciclo cellulare. La Quinta parte, La
riproduzione, infine, affronta brevemente il tema dei
diversi tipi di riproduzione con particolare riguardo
alla riproduzione sessuata e alla meiosi, dello svilup-
po embrionale e del differenziamento e si conclude
con un capitolo sulle recenti teorie sull’origine della
vita cellulare.

La scelta di affiancare alla versione cartacea del vo-
lume una versione elettronica, basata su di una piatta-
forma che consente al docente di selezionare i contenu-
ti del volume e di arricchirli con propri contributi adat-
tandolo cosi allo specifico corso, dovrebbe permettere
sia di garantire di anno in anno l'aggiornamento o la
modifica dei contenuti, sia di ovviare, almeno in parte,
all’arbitrarieta delle scelte cui si € accennato sopra, sia
di riempire eventuali lacune nei contenuti, sia, infine,
di correggere possibili errori.

Vorremmo infine ringraziare gli Autori che hanno
contribuito alla redazione del volume, non solo per
I'impegno e la professionalita posti, ma anche, e so-
prattutto, per la disponibilita ad apportare ai loro ca-
pitoli le modifiche che si sono rivelate necessarie sia
per uniformare il linguaggio e la terminologia, sia per
eliminare sovrapposizioni e per riempire lacune emer-
se dopo la prima stesura dei testi. Un ulteriore ringra-
ziamento va ai colleghi che hanno letto e discusso varie
parti del testo, in particolare al Prof. Severino Ronchi
dell’Universita Statale di Milano per la discussione del
capitolo sulla chimica e la chimico-fisica di rilevanza
biologica, fornendo preziosi consigli e critiche.

Un caloroso ringraziamento finale va alla segre-
teria di redazione della EdiSES, in particolare alle
Dottoresse Lucia Cavestri e Rossana Favorito e alla
disegnatrice Martina Troise, senza la cui attenzione,
competenza e revisione critica il volume non sarebbe
stato realizzato.

Enrico Ginelli e Massimo Malcovati
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[456] Parte I

1 nucleo é il compartimento delimitato da membra-

ne che permette di distinguere inequivocabilmente

una cellula eucariotica da una cellula procariotica:
é facilmente identificabile in gran parte delle cellu-
le durante l'interfase, in quanto presenta una doppia
membrana che ne delimita il contorno e separa I'am-
biente interno, il nucleoplasma (fortemente acido), dal
citoplasma. Il termine stesso “cellula eucariotica” si ri-
ferisce alla presenza di “un nucleo vero”, completamen-
te conformato e organizzato (Fig. 14.1a). Il nucleo rac-
chiude il genoma di tutte le cellule eucariotiche (salvo
una piccola frazione del materiale genetico contenuta
nei mitocondri e nei cloroplasti, Cap. 22).

La presenza di tale struttura nelle cellule eucario-
tiche e stata osservata fin dal XVIII secolo in animali e
piante e fu proprio un botanico, Robert Brown (1773-
1858), che per primo lo chiamo “nucleo”, intendendo con
questo termine una struttura intracellulare dalla forma
simile a quella di un nocciolo. La ragione che giustifica
una separazione cosi netta degli ambienti citoplasmati-
co e nucleare va ricercata nella necessita di proteggere
il DNA4, il quale durante l'interfase si trova in una forma
relativamente poco condensata e quindi piu “fragile” e
facilmente danneggiabile. Negli eucarioti il nucleo garan-
tisce, inoltre, la possibilita di una fine regolazione genica,
permettendo di concentrare in prossimita del DNA i mol-
teplici fattori che regolano la trascrizione e di avvicinarli
fra loro in modo da rendere piu efficienti le interazioni.
Complessivamente, la presenza di un distinto comparti-
mento nucleare permette una maggiore efficienza di tut-
ti i complessi processi biologici che coinvolgono il DNA.

La dimensione del nucleo varia da un diametro di
circa 1 pm nel lievito Saccaromyces cerevisiae alla di-
mensione massima di 400 um negli ovociti di Xenopus
laevis. In generale, il nucleo degli organismi pluricellu-
lari ha un diametro compreso frai5 ei 10 um. Esso e
sempre presente nelle cellule eucariotiche, almeno in

STRUTTURA E FUNZIONE DELLA CELLULA E DELLE SUE PARTI

una fase del differenziamento, proprio in quanto € l'or-
ganello dal quale partono tutte le direttive per regolare
e condurre la vita di una cellula. Alcune cellule mature
(come gli eritrociti dei mammiferi, le piastrine e alcune
cellule del cristallino dell’occhio) ne sono prive, ma va
tenuto presente che tali cellule si originano per diffe-
renziamento di precursori nucleati e che esse non sono
piu in grado di riprodursi.

Esistono anche tipi di cellule nelle quali € presen-
te piu di un nucleo. In alcuni casi, esse si originano a
seguito di plurime duplicazioni nucleari (cariochine-
si) non seguite dalle corrispondenti divisioni cellulari
(citodieresi), e la cellula plurinucleata che ne deriva
viene detta plasmodio. Gli embrioni di Drosophila me-
lanogaster e di altri insetti nelle fasi precoci dello svi-
luppo mostrano centinaia di nuclei che si posizionano
alla periferia dell’embrione; tali nuclei sono tutti tra-
scrizionalmente attivi e gli RNA generati e le proteine
da questi prodotte si muovono nel citoplasma dell’em-
brione, creando gradienti di morfogeni che determine-
ranno la formazione differenziale delle strutture lungo
I'asse antero-posteriore (Fig. 14.1b).

In altri casi, cellule plurinucleate si formano dalla
fusione di precursori mononucleati e la cellula pluri-
nucleata cosi formata e detta sincizio: un esempio ne é
il muscolo scheletrico, dove le cellule mature deputate
alla contrazione (le fibrocellule muscolari) sono origi-
nate dalla fusione di cellule mononucleate (i miobla-
sti). In alcune situazioni patologiche di infiammazione
cronica (granulomi) i macrofagi tissutali (o istiociti)
possono fondersi generando cellule plurinucleate (cel-
lule di Langhans e cellule di Miiller, rispettivamente nel
caso di granulomi da agente infettivo, per esempio da
Mycobacterium tubercolosis, o da corpo estraneo).

La forma del nucleo e per lo piu sferica o allunga-
ta in modo da disporre di una superficie minima con
il massimo volume. Esistono pero nuclei con forme

a) 1 um

b)

FIGURA 14.1 P |l nucleo della cellula eucariotica. a) Immagine al microscopio elettronico del nucleo di una cellula tumorale in
interfase. L'eterocromatina risulta evidente intorno all’intera superficie interna dell’involucro nucleare. Sono visibili due grossi
nucleoli. b) Immagine al microscopio ottico a fluorescenza di un embrione di Drosophila: un esempio di un plasmodio. A questo
stadio di sviluppo I'embrione & ancora una singola cellula ma con numerosissimi nuclei (i piccoli punti piu chiari), conseguenza di
divisioni nucleari non seguite da divisioni citoplasmatiche (le diverse colorazioni, frutto di un’elaborazione al computer, identifi-
cano regioni in cui sono espressi determinati geni durante lo sviluppo).
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particolari che, possono, in genere, essere ricondotte
alla forma della cellula o alla sua funzione; ad esempio,
nelle cellule adipose, in cui la gran parte del citopla-
sma e occupata da una grossa goccia lipidica, il nucleo
e relegato in posizione periferica e assume una forma
assottigliata fino a diventare lentiforme.

La percentuale di volume cellulare totale occupata
dal nucleo varia notevolmente: dall’1-2% nelle cellule
di lievito, al 10% nella maggior parte delle cellule so-
matiche degli animali, fino al 40-60% delle cellule con
limitata attivita di sintesi proteica ma elevata attivita
mitotica, quali le cellule staminali e le cellule tumorali.
Il rapporto tra il volume del nucleo e il volume cellula-
re totale viene detto indice nucleo/plasmatico (N/P) ed
e caratteristico per ciascun tipo cellulare. Immediata-
mente dopo la mitosi tale rapporto aumenta, in quanto
il citoplasma viene diviso tra le due cellule figlie.

Uno dei meccanismi di controllo della divisione cel-
lulare tiene anche conto dell’indice nucleo/plasmatico:
solo quando una cellula ha riportato tale rapporto al
valore caratteristico puo aver inizio una seconda mi-
tosi. Fanno eccezione le cellule degli embrioni precoci:
nelle fasi iniziali di sviluppo, le cellule (blastomeri) si
dividono rapidamente (fase di segmentazione), senza
produzione di citoplasma e con un aumento notevole
dell'indice nucleo/plasmatico. Osservando le dimen-
sioni delle cellule di un embrione precoce risulta evi-
dente che queste diminuiscono sensibilmente durante
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i primi stadi di sviluppo, cosicché allo stadio di moru-
la il volume complessivo dell’embrione corrisponde a
quello della cellula uovo prima della segmentazione
(Cap. 28).

La posizione occupata dal nucleo nei diversi tipi
di cellule & in genere correlata alla specifica funzione
svolta da quel tipo citologico. Nelle cellule epiteliali con
elevata attivita secretoria il nucleo & posizionato nella
porzione di citoplasma opposta alla zona di secrezione,
che € invece occupata dagli organelli deputati alla pro-
duzione delle vescicole secretorie. Nelle cellule stami-
nali, il nucleo occupa gran parte del volume cellulare e
si trova in posizione centrale.

» | L'involucro nucleare

I nucleo interfasico e delimitato da un involucro nucle-
are costituito da due membrane concentriche, la mem-
brana nucleare interna (MNI) e la membrana nucleare
esterna (MNE), ciascuna costituita da un doppio strato
lipidico nel quale sono inseriti o a cui sono legati vari tipi
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FIGURA 14.2 P L'involucro nucleare. a) Fotografia al microscopio elettronico a trasmissione: appaiono le due membrane che lo
costituiscono (MN), ribosomi aderenti alla membrana esterna (R), complessi del poro nucleare (CPN), e, opposti alla membrana
interna, blocchi di eterocromatina (HC). b) Rappresentazione schematica dell’organizzazione dell’involucro nucleare: la membra-
na esterna si continua nelle membrane del reticolo endoplasmatico (RE); le due membrane dell’involucro nucleare si uniscono
in corrispondenza dei pori nucleari, occupati dai complessi del poro (CPN); al di sotto della membrana interna si trova la lamina
nucleare, alla quale e legata la cromatina. Nesprina, LAP1 e LAP2 (lamin associate polypeptides), MAN1, LBR (lamin-B receptor)
ed emerina sono proteine che mediano |'attacco delle lamine alla membrana nucleare interna.
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di proteine, e spessa circa 7-8 nm. La membrana nucle-
are esterna e in continuita con le membrane del reticolo
endoplasmatico ruvido e presenta sulla superficie rivolta
verso il citoplasma numerosi ribosomi, impegnati nella
sintesi di proteine convogliate verso il lume del reticolo.
Lo spazio tra le due membrane, detto spazio perinuclea-
re, di circa 20-40 nm, e percio in continuita con il lume
del reticolo endoplasmatico (Fig. 14.2).

La caratteristica piu evidente dell'involucro nuclea-
re € la presenza di numerose aperture circolari, i pori
nucleari, che ne tappezzano la superficie. Ciascuno di
essi € in gran parte occupato da una grossa struttura
proteica, il complesso del poro, che garantisce i movi-
menti di molecole in entrambe le direzioni tra il com-
partimento citoplasmatico e quello nucleare.

La presenza di una doppia membrana nucleare ha
fatto supporre per il nucleo un’origine evolutiva simi-
le a quella dei mitocondri e dei cloroplasti: secondo la
teoria endosimbiontica, una cellula primitiva avrebbe
potuto inglobare un’altra cellula acquisendo nuove ca-
ratteristiche e una traccia di tale evento sarebbe data
proprio dalla presenza della doppia membrana. Tutta-
via, nonostante la presenza di una doppia membrana,
come nei mitocondri e nei cloroplasti, per il nucleo &
piu difficile comprendere come la cellula fagocitante
abbia perso il proprio DNA e sia stato mantenuto solo
quello della cellula fagocitata. Una diversa possibilita
e che il compartimento nucleare si sia inizialmente
originato delimitando il materiale genetico con una
membrana (poi diventata quella interna), e successiva-
mente sia stato circondato da cisterne del reticolo en-
doplasmatico, acquisendo cosi una seconda membrana
(evolutasi poi in quella esterna) (Cap. 29).

Verso il lato interno, I'involucro nucleare é sostenu-
to da una rete di filamenti intermedi: la lamina nuclea-
re, presente in tutti i metazoi (eccetto le piante) stret-
tamente apposta alla membrana nucleare interna. Du-
rante la mitosi, la lamina nucleare svolge un ruolo es-
senziale nella disgregazione dell'involucro prima della
separazione dei cromosomi e poi nella riformazione
dello stesso a separazione conclusa. Il ruolo giocato
dalla lamina nel processo di divisione cellulare verra
descritto successivamente (Cap. 25). E interessante
notare come i lieviti non presentino lamina nucleare,
probabilmente per le dimensioni piuttosto piccole dei
loro nuclei, ma anche per la diversa modalita di divisio-
ne: i lieviti infatti attuano una mitosi chiusa, dove cioe
non viene perso I'involucro nucleare.

» ] La lamina nucleare

La lamina nucleare (Fig. 14.3a,b) consiste fondamen-
talmente in due tipi di proteine: le lamine e le proteine
che legano le lamine (lamin-binding proteins, LBP):
le lamine appartengono al gruppo V dei filamenti
intermedi (Cap. 12) e hanno un peso molecolare
tra i 60 e gli 80 kDa; presentano un piccolo domi-
nio globulare all’estremita N-terminale, un dominio
centrale con struttura coiled-coil, e un altro dominio
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FIGURA 14.3 p La lamina nucleare. a) Nucleo di una cellula
eucariotica marcato con anticorpi fluorescenti per evidenzia-
re la lamina nucleare (in rosso), presente al di sotto dell'in-
volucro nucleare. b) Immagine al microscopio elettronico
dell'involucro nucleare di una cellula eucariotica; la lami-
na appare come un reticolo continuo formato da filamenti
orientati perpendicolarmente tra di loro. Il riquadro mostra
un'area ben preservata dalla quale sono stati rimossi i pori
nucleari. ¢) Microfotografie del nucleo di un fibroblasto in
coltura proveniente da un soggetto sano (controllo) e da un
paziente affetto da progeria di Hutchinson-Gilford (HGPS).
Le cellule sono state marcate per la lamina A (in verde), per
il DNA (in blu), o mostrate in microscopia ottica (contrasto
di fase). La presenza nel paziente di una forma tronca della
lamina A determina una forma alterata del nucleo.

globulare all’estremita C-terminale (Fig. 12.42).
Il dominio centrale promuove la dimerizzazione,
mentre i due terminali favoriscono l'associazione
testa-coda per formare polimeri; nella sequenza
amminoacidica sono rilevabili due siti di fosforila-
zione che fiancheggiano il dominio centrale.

In base alla sequenza amminoacidica, alle proprie-
ta biochimiche e al loro comportamento durante la
mitosi, le lamine sono suddivise in lamine di tipo A
(lamine A e C) e lamine di tipo B (B, e B,). Nei ver-
tebrati, le lamine sono codificate da 3 geni dai quali
per eventi di splicing alternativo si ottengono sette
diversi polipeptidi, alcuni dei quali presenti solo in
alcuni tipi cellulari. La lamine di tipo B (codificate
nell'uomo dai geni LMNB1 e LMNBZ2) sono essenziali
per la vitalita cellulare, sono espresse in tutte le cel-
lule e subiscono modificazioni post-traduzionali con
aggiunta di un gruppo isoprenilico (Cap. 20), che ne
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media l'attacco diretto alla membrana nucleare in-
terna durante l'interfase e permette loro di rimane-
re legate alle membrane durante la divisione cellu-
lare. Le lamine di tipo A (A, C, AA10 e C2), codificate
da un singolo gene (LMNA nell'uomo) ed espresse
in modo tessuto-specifico, durante la mitosi si dis-
sociano come proteine solubili nel citoplasma e alla
fine della divisione nucleare sono incorporate nella

lamina nucleare dopo le lamine di tipo B;

le LBP sono sia proteine integrali di membrana, sia

proteine periferiche. Le pitt importanti sono: LAP, e

LAP, (lamin-associated polypeptide 1 e 2), emerina,

LBR (lamin-B receptor), nesprina 1a e MAN1 (Fig.

14.2). La loro principale funzione e di mediare il le-

game della lamina nucleare all'involucro nucleare.

La lamina nucleare si organizza a partire dalla di-
merizzazione di due catene polipeptidiche delle lamine
a livello della porzione centrale, seguita dall’associa-
zione testa-coda di tali dimeri. Le strutture allungate
cosi ottenute si associano lateralmente per costituire
la lamina nucleare definitiva. Oltre a fornire supporto
meccanico all'involucro nucleare, la lamina nucleare
svolge un ruolo nell’organizzazione della cromatina,
nel ciclo cellulare, nella replicazione e trascrizione del
DNA, nel differenziamento cellulare e nell’apoptosi. La
gran parte della eterocromatina e localizzata alla pe-
riferia del nucleo, in stretta prossimita con la lamina
nucleare. La distribuzione non casuale della cromatina
all'interno del nucleo suggerisce fortemente un ruolo
della lamina nucleare nella distribuzione spaziale della
cromatina stessa. E stato, inoltre, provato che le lamine
sono in grado di legare specifiche sequenze di DNA
dette matrix attachment regions (MAR) e che le lamine
A e B possono anche legare gli istoni H2A e H2B trami-
te i domini terminali.

Durante l'interfase la lamina nucleare fornisce un
supporto all'involucro nucleare, determinandone le
dimensioni e la forma; negli spermatociti, ad esempio,
una forma particolare di lamina (B3) permette ai loro
nuclei di acquisire una forma allungata. La lamina nu-
cleare garantisce la resistenza dell’'involucro nucleare
a tensioni di tipo meccanico, particolarmente impor-
tante in tessuti quali i muscoli scheletrici e il cuore.
Durante la mitosi aperta (Cap. 25) essa interviene nel
processo di disgregazione dell'involucro nucleare, fe-
nomeno che permette alle fibre del fuso mitotico di
raggiungere il cinetocore di tutti i cromosomi. Infat-
ti, & proprio il disassemblaggio e riassemblaggio del-
la lamina nucleare che determina la disgregazione e
successiva riformazione dell’'involucro nucleare nelle
diverse fasi della mitosi. All'inizio della mitosi, il di-
sassemblaggio della lamina nucleare & promosso dal
complesso ciclina B/Cdkl (M-Cdk) che fosforila le
lamine in specifici siti fiancheggianti il dominio cen-
trale. In seguito alla fosforilazione, le lamine A e C di-
ventano solubili nel citoplasma della cellula, mentre
le B restano agganciate alle vescicole derivanti dalla
disgregazione dell'involucro nucleare. Alla fine della
mitosi, la defosforilazione delle lamine induce la rior-
ganizzazione della lamina attorno ai cromosomi sepa-
rati ai due poli del fuso e, di conseguenza, la riforma-
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zione dell'involucro nucleare e il posizionamento dei
complessi del poro.

Durante I'apoptosi, invece, i componenti della lamina
nucleare (siale lamine, sia le proteine che le legano) sono
oggetto dell’azione proteolitica delle caspasi (Cap. 26).

Considerando il ruolo importante della lamina
nucleare in diversi processi, non sorprende che mu-
tazioni nei geni codificanti per le lamine e per le LBP
siano responsabili di varie patologie che vanno sotto
il nome di laminopatie. Per lo piti le malattie associate
a tali mutazioni si manifestano in organi sottoposti a
frequenti stress meccanici, come i muscoli scheletrici e
il cuore. Tra queste, vanno ricordate la distrofia musco-
lare di Emery-Dreifuss (EDMD) e la progeria o sindrome
di Hutchinson-Gilford (HGPS) (Fig. 14.3c).

» 11l complesso del poro controlla il traffico
di molecole da e per il nucleo

Come accennato sopra, l'involucro nucleare & inter-
rotto da strutture proteiche di grandi dimensioni, i
complessi del poro (CPN), che costituiscono la via di
scambio bidirezionale di molecole tra il nucleo e il ci-
toplasma (Fig. 14.4a). | pori nucleari sono molto nu-
merosi: mediamente ce ne sono dai 10 ai 20 per pm?2
di involucro nucleare e pertanto ciascuna cellula soma-
tica di mammifero presenta, in genere, alcune migliaia
di CPN. Il numero di pori nucleari € dipendente dall’at-
tivita trascrizionale e traduzionale della cellula: sono
piu abbondanti nelle cellule con elevata sintesi protei-
ca, data la necessita di trasportare notevoli quantita di
RNA verso il citoplasma e di proteine verso il nucleo.

[ CPN sono costituiti da proteine dette nucleoporine
(Nup): ognuno di essi contiene almeno 456 molecole
proteiche appartenenti a 30 tipi di nucleoporine diver-
se (Fig. 14.4b). La maggior parte delle informazioni
sulle nucleoporine deriva da studi genetici e biochimi-
ci in Saccharomyces cerevisiae, dove la purificazione di
tali proteine risulta piu facile per I'assenza della lami-
na nucleare. Una caratteristica delle nucleoporine ¢ la
presenza di ripetizioni multiple di piccole sequenze: in
particolare circa un terzo contiene ripetizioni del tipo
X-X-Phe-Gly (dette ripetizioni FG), dove X rappresenta
un amminoacido qualunque. Queste ripetizioni, il cui
numero varia di solito da 10 a 30, sono separate da se-
quenze spaziatrici di 3-15 amminoacidi. Si ritiene che
le ripetizioni FG delineino il canale centrale del poro,
dove servono da siti di aggancio per le molecole di tra-
sporto. L'importanza delle ripetizioni poste nel cana-
le centrale € indicata dal fatto che la delezione di tali
sequenze compromette la vitalita delle cellule. Altra
caratteristica di molte nucleoporine ¢ la presenza del
motivo strutturale proteico avvolto a spirale detto “coi-
led-coil”. Questi domini sono particolarmente adatti a
interagire con altri domini simili, creando grandi strut-
ture multimeriche. Studi di immunoelettromicrosco-
pia hanno permesso di localizzare le diverse classi di
nucleoporine all'interno dei CPN. La maggior parte di
esse si trova sia sul lato nucleare, sia su quello citopla-
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FIGURA 14.4 P Il complesso del poro nucleare (CPN). a) Fotografia al microscopio elettronico di una porzione di involucro nu-
cleare preparata con colorazione negativa, che mette in evidenza la simmetria tipicamente ottagonale dei complessi del poro
nucleare. b) Rappresentazione tridimensionale di un CPN, dove si nota la struttura elaborata formata da diverse parti, fra cui
un’impalcatura che ancora il complesso all'involucro nucleare, un anello citoplasmatico e uno nucleare, un canestro nucleare e
otto filamenti citoplasmatici. Le nucleoporine FG sono disposte lungo il canale centrale e si estendono nel lume.

smatico; solo poche sono proteine transmembrana e si
ritiene che queste aiutino I'ancoraggio del complesso
all'involucro nucleare (Fig. 14.4b).

I CPN occupano la gran parte di ciascun poro nu-
cleare, avendo uno spessore complessivo di circa 200
nm ed un diametro di 120 nm e lasciando libero solo
un sottile spazio centrale il cui diametro varia da 5,2
nm nell'uomo a 10,7 in Xenopus laevis. La massa mole-
colare di un CPN di mammifero e di circa 120.000 kDa.
Sono strutture altamente conservate in tutti gli orga-
nismi: tra i CPN di lievito e quelli dei metazoi non ci
sono differenze nelle dimensioni e nell’organizzazione.
I CPN hanno forma cilindrica e attraversano l'intero in-
volucro nucleare, arrivando a sporgere sia nel citopla-
sma che nel nucleoplasma. La maggior parte dei CPN
ha simmetria ottagonale (Fig. 14.4a), anche se talora
si possono osservare CPN composti da 7 o 9 parti. Le
strutture terminali che sporgono dalla faccia citopla-
smatica sono costituite da 8 fibrille che si estendono
per circa 100 nm nel citoplasma. Sulla faccia nucleare
sono presenti fibrille simili che si uniscono in una ca-
ratteristica struttura a canestro (Fig. 14.2.b). Queste
strutture che si estendono nel nucleoplasma e citopla-
sma rappresentano i siti di interazione con le moleco-
le che devono essere trasportate. A livello dei CPN, le
membrane dell'involucro nucleare si fondono e la lami-
na nucleare si interrompe. Tuttavia, la lamina nucleare
sembra svolgere un ruolo cruciale nel legare i CPN e
nel posizionarli sull’'involucro nucleare.(1)

1 In alcune cellule sono stati ritrovati CPN in strutture diverse
dall'involucro nucleare; queste strutture, dette lamelle annulate,
sono pile di doppie membrane con CPN allineati presenti princi-
palmente in ovociti di vertebrati e invertebrati e la cui funzione &
ancora sconosciuta.

Non é chiaro il processo di formazione dei CPN, an-
che se esso sembra coinvolgere specifiche proteine della
famiglia delle nucleoporine. In base a studi di deplezio-
ne di specifiche proteine Nup e conseguente formazione
di nuclei privi di CPN, si e giunti a ipotizzare che i com-
plessi Nup siano coinvolti nella fusione della membrana
nucleare esterna con quella interna. La completa forma-
zione di CPN sembra richiedere tre passaggi:

una iniziale interazione delle proteine Nup con la

cromatina che le avvicina all'involucro nucleare,

innescando successivamente la fusione delle due
membrane;

la formazione di una struttura pre-poro data dall’'unio-

ne di pit complessi Nup associati alla cromatina, osser-

vati in microscopia elettronica prima della formazione
dell'involucro nucleare al termine della mitosi;

I'aggiunta di diversi piccoli complessi proteici ai

CPN preesistenti.

Durante la mitosi, i CPN si disassemblano per pas-
saggi successivi. Le nucleoporine piu periferiche (Nup
153, 98, 214) si distaccano per prime, seguite poi da
quelle che compongono il cilindro centrale. Gli even-
ti sono probabilmente dovuti a fosforilazioni, ma gli
enzimi coinvolti non sono noti. Nei metazoi, una volta
disassemblati i CPN, I'involucro nucleare si disgrega
velocemente, permettendo I'entrata nello spazio nu-
cleare di proteine chiave nella regolazione della mitosi
e di enzimi che intervengono nella disorganizzazione
delle strutture intranucleari. Nei funghi invece, dove la
mitosi € di tipo chiuso (I'involucro nucleare permane
durante le fasi di separazione dei cromosomi), i CPN
cambiano completamente la loro permeabilita, per-
mettendo ai complessi ciclina B/Cdk2 e alla tubulina
di entrare nel nucleo. La permanenza dei CPN integri
sembra garantire stabilita all'involucro nucleare.
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I CPN regolano il traffico bidirezionale di molecole at-
traverso l'involucro nucleare, permettendo il passaggio
di vari tipi di RNA e delle subunita ribosomali verso il ci-
toplasma, cosi come di numerose proteine (ad esempio,
istoni, lamine, RNA polimerasi e DNA polimerasi, fattori
di trascrizione) verso l'interno del nucleo. Vista la loro
funzione nell’accesso al genoma, € importante che il nu-
mero di CPN sia particolarmente alto nelle fasi del ciclo
cellulare in cui e necessaria un’abbondante trascrizione.
In alcuni casi, un'aumentata richiesta di trascrizione puo
indurre 'assemblaggio di nuovi CPN durante l'interfase.

» ]| Limportazione e 'esportazione
di proteine nel nucleo

Piccole proteine con una massa pari a circa 40 kDa pos-
sono attraversare i CPN per diffusione passiva, mentre le
macromolecole piu grandi sono trasportate attivamente
attraverso i CPN dopo essere state riconosciute grazie a
specifiche sequenze segnale. Come nel caso delle protei-
ne indirizzate ad altri compartimenti, anche le proteine
che devono essere importate nel nucleo sono infatti prov-
viste di uno specifico segnale per il loro riconoscimento e
importazione, il segnale di localizzazione nucleare (NLS,
nuclear localization signal), costituito da una particolare
sequenza amminoacidica e riconosciuto da proteine tra-
sportatrici, le importine (che, insieme alle esportine, ap-
partengono al gruppo delle carioferine, Cap. 20).

D’altra parte diverse proteine devono poter uscire
dal nucleo: esse presentano nella loro sequenza un se-
gnale di esportazione nucleare (NES, nuclear export si-

Nucleoplasma

/» Esportina
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gnal), riconosciuto da un secondo gruppo di trasporta-
tori: le esportine. Come vedremo al Capitolo 20, il tran-
sito dei complessi formati da importine ed esportine
con le proteine dotate rispettivamente di NLS o di NES
richiede il loro legame con una piccola proteina G, Ran,
la concentrazione della cui forma attiva (in combina-
zione con GTP, Ran-GTP) e mantenuta elevata all'inter-
no del nucleo, grazie alla presenza del Ran-GEF (gua-
nine exchange factor) legato alla cromatina, mentre
nel citoplasma prevale la forma inattiva (in combina-
zione con GDP, Ran-GDP) per la presenza del Ran-GAP
(GTPase activating protein): questa differenza di con-
centrazione fa si che i complessi [importina-proteina
NLS-Ran-GDP] migrino nel nucleo, mentre i complessi
[esportine-proteina NES-Ran-GTP] si spostino nel ci-
toplasma (questo trasporto &€ mostrato in Fig. 14.5).
Esistono proteine che riescono ad attraversare il CPN
senza l'aiuto delle carioferine: per esempio -catenina,
una molecola di segnalazione coinvolta nella via di Wnt
(Cap. 9), interagisce direttamente con le nucleoporine.
Alcuni virus producono proteine che si sostituiscono
alle importine e mediano la traslocazione del materia-
le virale all'interno del nucleo; un esempio ¢ la protei-
na Vpr del virus HIV.

> ] L'esportazione di RNA dal nucleo

L'esportazione delle subunita ribosomali e degli RNA,
come tRNA e miRNA, avviene con un meccanismo che
prevede il legame con particolari carioferine (espor-
tine) che presentano un NES e che quindi vengono ri-
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FIGURA 14.5 > |l trasporto dal nucleo al citoplasma mediato da Ran-GTP. Il gradiente di Ran-GTP/Ran-GDP, garantito dalla com-
partimentalizzazione di Ran-GEF e Ran-GAP, determina la direzionalita del trasporto.
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conosciute e trasportate tramite il sistema esportina/
Ran-GTP (Cap. 18).

I snRNA escono dal nucleo come snRNP (small nu-
clear ribonucleoproteins) per completare la loro matu-
razione e rientrano nel nucleo grazie a un complesso
fra alcune proteine specifiche (come snurportin-1/
SNUPN) e l'importina-f. I miRNA, dopo essere stati
modificati da Drosha (Cap. 21) producendo il precur-
sore a forcina (pre-miRNA), sono legati dall’esportina
5 che utilizza Ran-GTP.

Il trasporto nucleo-citoplasma degli mRNA si basa
invece sul legame di un insieme di proteine, alcune del-
le quali sono fattori responsabili della maturazione co-
trascrizionale dei pre-mRNA che deve essere portata a
completamento in modo corretto prima della trasloca-
zione. L'insieme di RNA e di tali fattori va sotto il nome
di hnRNP (heterogeneous nuclear ribonucleoproteins).
Tra gli eventi di maturazione co-trascrizionale e stato
osservato che la struttura del cap al 5' non e essenziale
per l'esportazione del mRNA, ma agevola il processo,
mentre lo splicing e 'aggiunta della coda di poli-A sono
strettamente associati al processo di esportazione. Una
volta avvenuto lo splicing, i complessi proteici E]C (exon
junctional complex) che si sono assemblati sulle giun-
zioni esone-esone restano associati al’'mRNA e rappre-
sentano un importante segnale di traslocazione (vedi
anche Cap. 18).(3 Infatti, il complesso E]JC lega un fatto-
re di esportazione detto Aly che interagisce con UAP56,
un componente dello spliceosoma, e con TAP (apparte-
nente alla famiglia di proteine chiamate nuclear export
factors, NXF), un recettore di esportazione in grado di
legarsi alle ripetizioni FG delle nucleoporine. TAP sem-
bra avere percio un ruolo simile alle esportine, specifico
per gli mRNA. La rimozione delle altre proteine asso-
ciate allmRNA e probabilmente mediata da altri fattori
proteici, tra i quali gioca un ruolo importante Dpb5, che
€ in grado di legare le fibrille del CPN e utilizzare l'idro-
lisi dell'ATP per liberare 'mRNA.

La presenza dell'involucro nucleare negli eucarioti
permette un ulteriore livello di controllo dell’espressio-
ne genica e del ciclo cellulare, in quanto sia I'esportazio-
ne che I'importazione sono processi altamente regolati.
Un esempio interessante e la regolazione del trasporto
di NF-kB, un fattore di trascrizione. In presenza di pre-
cisi stimoli, NF-kB si sposta dal citoplasma al nucleo an-
dando ad attivare i geni della risposta immunitaria. Per
assicurarsi che I'importazione al nucleo avvenga solo
dopo l'arrivo di stimoli corretti, NF-kB nel citoplasma
e legato a una proteina inibitrice chiamata I-kB. Questo
inibitore impedisce al'NLS di NF-kB di essere ricono-
sciuto dall'importina a. La fosforilazione di I-xB induce
la sua rapida degradazione, permettendo a NF-«B di es-
sere trasportato al nucleo (Fig. 20.27c) e di realizzare
cosli una risposta molto rapida agli stimoli che lo han-
no attivato. Per terminare l'attivazione trascrizionale,
NF-kB deve essere riportato nel citoplasma: tra i geni
attivati da NF-xB, c’e quello che codifica l'inibitore I-kB.

2 Come vedremo al Cap. 21, gli EJC svolgono un importante ruolo
anche nel “controllo di qualita” della sintesi proteica attraverso il
nonsense-mediated decay dei messaggeri.
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[-kB presenta sia un NLS, sia un NES. Appena sintetizza-
to nel citoplasma, grazie al suo NLS viene importato nel
nucleo, dove si combina con NF-kB mascherandone il
NLS. Il complesso NF-kB/I-kB cosi formato viene espor-
tato nel citoplasma grazie al NES di I-xB, facendo quindi
cessare la stimolazione da parte di NF-«B.

Per comprendere come il nucleo svolga il suo ruolo di
compartimento cellulare deputato alla protezione e
all'utilizzazione dell'informazione contenuta nel DNA
che costituisce il genoma delle cellule, occorre affron-
tare un duplice problema: come sia possibile da un
lato immagazzinare in uno spazio ristrettissimo, del
diametro di una decina di wm, molecole estremamente
lunghe e sottili (ad esempio, la somma delle lunghez-
ze delle 46 molecole di DNA dei cromosomi di ciascuna
cellula umana supera i due metri) e dall’altro garantire
al “macchinario” enzimatico deputato all’espressione
dell'informazione genetica, alla replicazione del DNA e
alla loro regolazione l'accessibilita alle diverse porzioni
di DNA di volta in volta necessarie. Cio si realizza grazie
alla presenza nel nucleo, accanto al DNA, di numerose
proteine, parte delle quali assicura un impaccamento
estremamente compatto e al tempo stesso dinamico
delle doppie eliche del DNA e parte & rappresentata
dagli enzimi e dalle proteine deputati alla replicazione
del DNA, alla sua trascrizione in RNA e alla regolazione
di questi processi. Questo complesso sistema di DNA e
proteine costituisce la cromatina, che quindi € compo-
sta da DNA, proteine e RNA. In termini di peso secco, il
contenuto di DNA é pari al 40%, quello delle proteine a
circa 57% (circa il 44% e dovuto alle proteine istoniche,
il 13% alle proteine non istoniche) e 'RNA a circa il 3%.
Tuttavia, la sua composizione e le sue proprieta sono
influenzate da numerosi fattori, quali il tipo cellulare, il
processo di differenziamento e lo stadio del ciclo cellu-
lare. La componente che principalmente subisce varia-
zioni in termini di quantita, ma soprattutto di qualita, &
rappresentata dalle proteine non istoniche.

La struttura della cromatina varia notevolmente se
osserviamo un nucleo in interfase, nel quale la croma-
tina appare come una sostanza piuttosto dispersa, an-
che se presenta zone a densita differente, o un nucleo
in mitosi. In quest’ultimo caso la cromatina appare co-
stituita dai singoli cromosomi che acquistano gradual-
mente una forma sempre piu evidente e definita, a cau-
sa dell’elevato compattamento del materiale genetico.

> Proteine associate al DNA: istoni
e proteine non istoniche

I DNA nel nucleo eucariotico &€ sempre associato a pro-
teine. Le singole molecole di DNA che costituiscono
ciascun cromosoma sono associate a istoni (proteine
basiche) e a proteine non istoniche:
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TABELLA 14.1 W | diversi tipi di istoni
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Tipo di istone Peso molecolare (kDa) Numero di amminoacidi Contenuto in amminoacidi basici
H1 17-28 200-265 27% lisina, 2% arginina
H2A 13,9 129 11% lisina, 9% arginina
H2B 13,8 125 16% lisina, 6% arginina
H3 15,3 135 10% lisina, 15% arginina
H4 11,3 102 11% lisina, 4% arginina

gli istoni sono polipeptidi dotati di carica positiva per
I'abbondante presenza nella loro sequenza di ammi-
noacidi basici. Essi svolgono funzioni sia strutturali,
nell'impaccamento del DNA all'interno del nucleo,
sia regolatorie dell’attivita trascrizionale, attraverso
il controllo dell’accessibilita del DNA alla RNA poli-
merasi. Linterazione fra istoni e DNA & dovuta alla
formazione di legami ionici tra le cariche negative dei
gruppi fosfato dei filamenti del DNA e quelle positive
dei residui di lisina e arginina degli istoni. Tale inte-
razione quindi non e sequenza-specifica, ma si puo
verificare in ogni tratto dei due filamenti del DNA.
L'elevata quantita di proteine istoniche presenti in
un nucleo eucariotico ne richiede un’elevata sintesi,
facilitata dalla presenza nel genoma di copie multiple
dei geni che le codificano;

le proteine non istoniche all'interno di un nucleo eu-
cariotico sono molto variabili, sia per quantita che
per qualita, tra un tipo cellulare e un altro, nei di-
versi stadi di sviluppo e durante le diverse fasi del
ciclo cellulare. A differenza degli istoni, che sono tra
le proteine maggiormente conservate anche tra or-
ganismi evolutivamente distanti evidenziando cosi
la loro importante funzione strutturale gia nelle
prime forme di vita eucariotiche, le proteine non
istoniche sono molto eterogenee e comprendono
enzimi e fattori indispensabili per lo svolgimento
delle funzioni associate al DNA (trascrizione, repli-
cazione, riparazione e ricombinazione) e della loro
regolazione. L'interazione di tali proteine non isto-
niche con il DNA é altamente specifica, con sequen-
ze nucleotidiche di riconoscimento e legame ben
definite e distinte per ciascuna di loro.

» 1 Gli istoni e la loro struttura

Il compattamento del DNA nel nucleo eucariotico di-
pende strettamente dall’'interazione della doppia elica
con gli istoni, formando il primo livello di organizza-
zione nucleare della molecola di DNA: il nucleosoma.
Le proteine istoniche sono accomunate dalla dimen-
sione piuttosto limitata (il loro peso molecolare varia
tra gli 11 kDa dellistone H4 e i 28 kDa dell’istone H1)
e dall’abbondanza di residui basici di lisina e arginina,
presenti in quantita diverse nelle diverse classi di isto-
ni (dal 15% al 29% del contenuto totale in amminoaci-
di). Gli istoni sono suddivisi in 5 classi: H1, H2A, H2B,
H3 e H4 (Tab. 14.1). Le loro sequenze amminoacidiche
hanno subito minime variazioni durante 1'evoluzione,

FIGURA 14.6 P Rappresentazione schematica della struttura
di un ottamero di istoni da uova di Xenopus. Sono evidenti
I'organizzazione della catena polipeptidica di ciascun istone
a formare tre a-eliche collegate da anse ad andamento irre-
golare (ripiegamento istonico) e il ruolo svolto dalle a-eliche
nella formazione dell’ottamero. Le sigle (M59, F62 e L77) iden-
tificano la posizione nell’istone H2B di specifici amminoacidi
all'interfaccia tra H2B e H2A, e tra H2B e H4. | residui di tali
amminoacidi sono fondamentali per I'organizzazione dell’e-
terodimero H2A/H2B e dell’intero ottamero. Non sono rappre-
sentate le “code” all’estremita N-terminale delle molecole.

tanto che gli istoni di organismi molto diversi differi-
scono tra loro solo per qualche amminoacido. Tale con-
servazione é legata al ruolo svolto da queste proteine:
esse interagiscono con il DNA, molecola che ¢ identica
nelle sue caratteristiche chimiche e di organizzazione
tridimensionale in tutti gli organismi eucariotici. La
maggior parte degli amminoacidi di ciascun istone &
coinvolta nelle interazioni con il DNA o con gli altri tipi
di istone, sfavorendo cambiamenti anche di singoli am-
minoacidi che porterebbero a modificazioni rilevanti
nell’efficienza della loro funzione. Tuttavia, all’'interno
di ogni classe di istoni esistono varianti che differisco-
no parzialmente fra loro nella sequenza amminoacidi-
ca; tali varianti istoniche svolgono ruoli importanti nel-
la regolazione della funzione del DNA (Cap. 21).

Gli istoni delle classi H2A, H2B, H3 e H4 sono noti
anche come istoni della particella core del nucleoso-
ma, mentre la classe H1 & I'istone linker. Tutti gli istoni
della particella core presentano un motivo strutturale
comune: il ripiegamento istonico (Fig. 14.6). Questo &
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costituito da tre segmenti ad alfa elica connessi da due
anse. Questa porzione della molecola e particolarmente
importante nella formazione dei dimeri, strutture che si
formano inizialmente durante 1'organizzazione del nu-
cleosoma. Ciascun istone poi presenta una coda all’estre-
mita N-terminale che nel nucleosoma maturo si estende
all’'esterno dalla particella core. Queste code sono sede
di numerose modificazioni post-traduzionali che con-
trollano aspetti cruciali della struttura e della funzione
della cromatina, come verra illustrato piu avanti.

Gli istoni H1, benché altamente conservati tra le
specie, mostrano una maggiore variabilita, con isofor-
me espresse in modalita tessuto-specifica e in precise
fasi dello sviluppo embrionale. La struttura primaria
dell'istone H1 e costituita da un dominio globulare
centrale e da due lunghe code alle estremita C- e N-
terminale. A differenza degli altri istoni, H1 non e parte
integrante della particella core, ma invece si posiziona
al di sopra della struttura del nucleosoma, stabilizzan-
do l'interazione del DNA e legando anche circa 20-80
nucleotidi del DNA linker fra un nucleosoma e l'altro. Il
dominio globulare interagisce con la molecola di DNA
all’entrata e all’'uscita del nucleosoma, mentre le code,
interagendo con il DNA linker, ne neutralizzano le ca-
riche elettriche. La modalita di interazione dell’istone
H1 con il DNA suggerisce una funzione di protezione
del DNA, in particolare quando i nucleosomi devono
essere disassemblati. Nella cromatina, H1 & presente
in quantita dimezzata rispetto alle altre classi di istoni
e il suo ruolo funzionale nella trascrizione non é anco-
ra chiaro, potendo agire da stimolatore o inibitore del
processo a seconda del gene preso in considerazione.

» | La struttura base della cromatina:
il nucleosoma

Il primo livello di compattamento del DNA nella cro-
matina e rappresentato da particelle del diametro di
circa 10 nm: i nucleosomi. Ciascun nucleosoma €& co-
stituito da ~200 paia di basi di DNA e dalle proteine

Nucleosomé (8 molecole
di istoni + 147 coppie
di nucleotidi di DNA)

FIGURA 14.7 P> Rappresentazione schematica dell’organizza-
zione della particella core dei nucleosomi. Non & rappresen-
tato I'istone H1.
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istoniche. La digestione di una preparazione di DNA
proveniente da un nucleo eucariotico interfasico con
un enzima (nucleasi micrococcica), in grado di tagliare
solo le molecole polinucleotidiche “nude”, permette di
separare particelle di uguale dimensione, corrispon-
denti ai singoli nucleosomi. Controllando la reazione di
taglio da parte dell’enzima, & possibile interrompere la
reazione prima che tutto il DNA linker sia stato taglia-
to, in modo da ottenere una miscela di singoli nucleo-
somi, dinucleosomi uniti da DNA linker, trinucleosomi,
e cosi via. Separando poi il DNA dalle proteine e fra-
zionandolo mediante elettroforesi in gel di agarosio si
possono osservare molte bande di dimensioni multiple
a quelle del DNA di un singolo nucleosoma. La spiega-
zione di una tale osservazione é che la cromatina sia
effettivamente costituita da una struttura fondamenta-
le ripetuta. L'analisi molecolare di tali particelle, dopo
dissociazione con concentrazione elevata di sali, indi-
ca che sono costitute da un tratto di DNA di circa 200
paia di basi e da un ottamero di proteine (la particella
core) comprendente due molecole ciascuna di istoni
delle classi H2A, H2B, H3 e H4. La particella core ha
una forma simile a quella di un cilindro attorno al qua-
le la molecola di DNA si avvolge percorrendo 1,7 giri
con andamento sinistrorso, tanto che i punti di entrata
e uscita del doppio filamento sono in stretta prossimita
(Fig. 14.7). Digestioni piu prolungate hanno permesso
di identificare che 147 paia di basi sono la dimensione
fissa del tratto di DNA strettamente associato a un nu-
cleosoma, mentre il DNA linker disposto nella regione
di connessione fra nucleosomi adiacenti ha lunghezza
variabile tra le 8 e le 80 paia di basi.

Considerando la dimensione media dei nucleosomi,
si stima che una cellula umana diploide con 6,4:10° paia
di basi di DNA contenga approssimativamente 30 milio-
ni di nucleosomi. La cromatina interfasica appare per-
cio formata da una collana di perle dal diametro di 10
nm (detta fibra cromatinica da 10 nm) che si susseguo-
no ordinatamente lungo la molecola di DNA (Fig. 14.8).

L'assemblaggio della particella core prevede ini-
zialmente l'associazione tramite i domini istonici di
dimeri H3-H4 e H2A-H2B. I dimeri H3-H4 si unisco-

Particella core del nucleosoma
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FIGURA 14.8 > Fotografia al microscopio elettronico di una
fibra cromatinica da 10 nm.
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FIGURA 14.9 P L'assemblaggio di un ottamero di istoni. Il
processo si svolge per tappe successive: 1) formazione di di-
meri H3-H4 e H2A-H2B; 2) formazione di tetrameri H3-H4
e interazione con la molecola di DNA; 3) completamento
dell’ottamero con i dimeri H2A-H2B. E da notare come le
code degli istoni sporgano dalla struttura centrale.

no in tetrameri che a loro volta si uniscono con due
dimeri H2A-H2B, formando il nucleo compatto della
particella (Fig. 14.9). L'interfaccia di associazione del
DNA con il cilindro proteico & estesa e coinvolge molti
legami a idrogeno (~142), legami ionici e interazioni
idrofobiche. E da ricordare la particolare abbondanza
dei residui di lisina e arginina delle molecole istoniche,
che ben si adatta alla complessiva carica negativa dello
scheletro zucchero-fosfato della catena polinucleotidi-
ca. Il percorso del DNA sulla particella core non é retti-
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FIGURA 14.10 »> Fotografia al microscopio elettronico della
fibra cromatinica da 30 nm rilasciata da un nucleo in seguito
a lisi in condizioni blande.

lineo, vista 'organizzazione delle code istoniche, e pro-
voca modificazioni nella curvatura della doppia elica.
Coppie di nucleotidi del tipo AA, TT e AT sono preferite
nella parte interna di contatto con la particella core,
mentre quelle GC sono poste di preferenza all’esterno.
Queste caratteristiche steriche di interazione favori-
scono, seppure con bassa specificita, il posizionamento
degli istoni in particolari tratti di DNA.

Per molti anni la posizione di ciascun nucleosoma,
una volta organizzato, era stata ritenuta fissa, vista
I'associazione stretta fra DNA e istoni. Se cosi fosse, i
processi genetici sarebbero notevolmente ostacolati
in quanto per lo piu implicano I'associazione di gran-
di complessi proteici (quali RNA polimerasi e DNA
polimerasi) e interazioni con proteine regolatorie. In
realta, I'interazione fra DNA e istoni nel nucleosoma &
altamente dinamica, ed e stato dimostrato che il DNA
resta avvolto attorno ad un nucleosoma per circa un
quarto di secondo, poi si svolge parzialmente e quindi
si riavvolge. Questi cicli di avvolgimento-svolgimento
rendono la molecola di DNA in grado di interagire
eventualmente con altre proteine. Esiste inoltre nella
cellula eucariotica una grande varieta di “complessi di
rimodellamento della cromatina” (chromatin remodel-
ling complexes), in grado di rendere piu lasso il legame
del DNA con gli istoni utilizzando 'energia derivata
dall’idrolisi dell’ATP (Cap. 21).

» ] livelli superiori di compattamento
della cromatina

Il compattamento dovuto alla fibra cromatinica da 10
nm riduce la lunghezza del DNA nel nucleo di circa sette
volte. Nonostante tale riduzione, la molecola di DNA e
ancora troppo lunga per poter essere contenuta all'in-
terno del nucleo. La lisi di nuclei eucariotici permette di
osservare che i nucleosomi si compattano in strutture
piu spesse: le fibre cromatiniche da 30 nm (Fig. 14.10).
Quale sia il modo nel quale i nucleosomi si organiz-
zano nella fibra cromatinica da 30 nm e ancora oggetto
di studi. I modelli proposti in base alle analisi di cristal-
lografia e alle osservazioni di microscopia elettronica
ad alta risoluzione sono due (Fig. 14.11a): il model-
lo a zig-zag, nel quale il DNA linker risulta rettilineo,
e il modello a solenoide, dove il DNA linker forma una
piega e i nucleosomi si trovano intercalati gli uni sugli
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Disposizione a zig-zag Disposizione a solenoide

v

Fibra da 30 nm
a) b)

Fibra da 30 nm

FIGURA 14.11 > Rappresentazione schematica dei due model-
li di organizzazione della fibra da 10 nm per formare la fibra
da 30 nm. a) Modello a zig-zag: il DNA linker é rettilineo, ma
i due linker che fuoriescono da un nucleosoma formano un
angolo, stabilizzato dal dall’istone H1 (la pallina gialla), per cui
i nucleosomi formano pile adiacenti. b) Modello a solenoide:
il DNA linker e incurvato per cui i nucleosomi si dispongono a
spirale, con circa 6-8 nucleosomi per giro.

altri (Fig. 14.11b). Nella formazione della fibra croma-
tinica da 30 nm giocano un ruolo importante le code
degli istoni della particella core, in particolare quelle
dell'istone H4, e soprattutto I'istone H1. Infatti, H1 ha
dimensioni maggiori degli altri istoni, e in grado di le-
gare sia il DNA sia gli istoni della particella core e di
cambiare la direzione della molecola di DNA, fattore
essenziale per poter raggiungere la conformazione a
zig-zag o a solenoide.

Lo stadio successivo nel processo di impaccamento
del DNA consiste nell’avvolgimento delle fibre croma-
tiniche da 30 nm in ampie anse dette domini di lun-
ghezza media di 10-30 um, pari a 30-90 kb, che porta-
no alla formazione di fibre piu spesse di circa 80-100.
Le anse di DNA sono agganciate alla matrice nuclea-
re in corrispondenza di zone indicate come S/MARs
(scaffold/matrix attachment regions, vedi oltre) che
interagiscono con diverse proteine, tra cui le topoiso-
merasi di tipo I, che hanno anche il ruolo di svolge-
re, in base alle necessita, eventuali anse superavvolte
per evitare 'aggrovigliamento. La presenza delle anse
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FIGURA 14.12 P> Struttura e funzione delle coesine. a) Rap-
presentazione schematica di una coesina: essa € formata da
un dimero di proteine SMC (SMC1 e SMC3) e da un dimero
di proteine SSC, che contribuiscono alla chiusura dell’anel-
lo. b) La coesina circonda due filamenti di cromatina man-
tenendoli ravvicinati. ¢) Nel nucleo interfasico, le anse di
cromatina sono legate alla base da diverse molecole di co-
esina.

non e visibile all’osservazione diretta, ma pud essere
messa in evidenza grazie a un trattamento proteoli-
tico dei cromosomi metafasici: un cromosoma allora
appare costituito da una impalcatura proteica centra-
le (scaffold) circondata da tratti di DNA libero dagli
istoni (Fig. 25.18). Il cromosoma mitotico infatti rap-
presenta il livello piu elevato di compattamento della
cromatina: 1 pm di cromosoma mitotico corrisponde
a circa 1 cm di DNA, con un compattamento effettivo
di circa 10.000 volte. Va sottolineato come la conden-
sazione del cromosoma non modifichi la natura della
fibra cromatinica, ma solo il modo in cui questa viene
compattata.

Come discusso in dettaglio piu avanti, le diverse
modificazioni covalenti delle code istoniche hanno un
ruolo importante nel modulare il compattamento del-
la cromatina. Tuttavia, i livelli superiori di compatta-
mento della cromatina richiedono anche l'intervento
di specifiche classi di proteine non istoniche. Esperi-
menti con estratti di uova di anfibio hanno permesso di
individuare una famiglia di proteine, dette SMC (struc-
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