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Prefazione

Lo studio della biologia a livello molecolare svela i prin-
cipi fondamentali che si celano dietro alla trasmissione
e all’espressione dell'informazione genetica in termini
di DNA, RNA e proteine.

Negli ultimi anni, avendo sviluppato numerose ri-
cerche in collaborazione con altri colleghi, ci siamo re-
si conto che il campo della biologia molecolare ha su-
bito dei profondi cambiamenti, diventando una scienza
fortemente incentrata sulle informazioni strutturali.
Che si tratti dell’elegante e dinamica struttura del ribo-
soma, e di come essa spieghi i dettagli della sintesi pro-
teica, o della complessa organizzazione del genoma e
della sua trascrizione, la conoscenza delle strutture é di-
ventata la chiave per comprendere i meccanismi mole-
colari. Per oltre un decennio uno degli autori ha inse-
gnato in un corso di biologia molecolare avanzata, sia
in aula che online, e non é riuscito a scovare un testo
adeguato. Era necessario un libro di testo con un nuo-
vo approccio alla biologia molecolare.

Il nostro libro spiega la stretta interdipendenza
fra la struttura molecolare e le dinamiche della tra-
smissione e dell’espressione dell’informazione gene-
tica. Nuove tecniche, che spaziano dai metodi a sin-
gola molecola al sequenziamento dell’intero geno-
ma, hanno approfondito la comprensione dei pro-
cessi molecolari e hanno ampliato la nostra visuale
sulle loro relazioni. Questi importanti avanzamenti
rappresentano un nuovo paradigma e devono esse-
re considerati nel contesto quasi esplosivo che que-
sto campo sta al momento attraversando, uno dei piu
significativi della scienza moderna. Un importan-
te esempio e il nostro frequente riferimento al pro-
getto ENCODE e alle sue implicazioni. All’altra estre-
mita vi sono invece le numerose immagini di inte-
razioni molecolari ottenute con la crio-microscopia
elettronica e con i metodi che studiano le dinamiche
delle singole molecole.

Dal punto di vista didattico, la biologia molecolare
dipende sempre di piu dalle rappresentazioni visuali,
e uno dei nostri obiettivi € stato quello di creare una
serie di illustrazioni dinamiche e coinvolgenti. Infat-
ti il testo contiene circa 700 figure, che costituiscono
una parte sostanziale del volume. Abbiamo pensato
di produrre delle legende che le completassero il piu
possibile, in modo che, combinate con le didascalie,
diventassero autonome dal punto di vista del contenu-
to, inserendo a questo scopo degli esaurienti dettagli.

Il libro puo essere adatto sia a studenti che hanno
seguito un corso introduttivo di biochimica, sia per co-
loro che non lo abbiano seguito. Numerose caratteristi-
che lo rendono di utilizzo flessibile: i primi quattro ca-
pitoli introduttivi possono essere affrontati molto rapi-
damente se ci si trova in presenza di un uditorio avan-
zato, ma allo stesso tempo forniscono gli elementi es-
senziali di base per gli studenti la cui formazione nelle
scienze biologiche ¢ meno avanzata. Con lo stesso in-
tento, abbiamo organizzato gli argomenti piu pratici e
di contesto nei Box (per esempio il racconto della sto-
ria degli esperimenti cruciali, le tecniche, le conoscen-
ze generali di biologia cellulare e le applicazioni o i ri-
svolti clinici). In questo modo il libro puo essere utile al
pit ampio spettro possibile di studenti, grazie anche ai
Box Uno sguardo da vicino che contengono un’analisi
piu approfondita di argomenti necessari per qualsiasi
corso. Questi approfondimenti possono essere trascu-
rati nello svolgimento di un corso piu rapido e compat-
to, ma possono essere consultati da chi desidera esplo-
rare piu in dettaglio 'argomento. Si € posta una grande
attenzione nel fornire informazioni che trattino le tec-
niche d’avanguardia, come i metodi a singola moleco-
la. Sono stati fatti tutti gli sforzi possibili per consulta-
re e citare i lavori piu aggiornati prodotti in ogni area.

Grazie a questi strumenti, il testo offre una coper-
tura del campo della biologia molecolare leggibile ed
essenziale. Il libro & cosi organizzato: si inizia con due
capitoli introduttivi, che presentano le idee di base e lo
sviluppo dei concetti della biologia molecolare e gli ele-
menti della genetica. Seguono altri due capitoli che en-
trano nel dettaglio delle macromolecole oggetto di stu-
dio: le proteine e gli acidi nucleici. Questi quattro ca-
pitoli possono essere utilizzati per un veloce ripasso in
un corso avanzato. Il nucleo del libro € costituito dall’a-
nalisi dei processi attraverso i quali 'informazione ge-
netica viene espressa, regolata e mantenuta. Viene de-
scritta per prima la trascrizione, poi la traduzione e in-
fine la replicazione. Ogni argomento é trattato in diver-
si capitoli che coprono gli aspetti strutturali, i mecca-
nismi e la regolazione. Alcuni capitoli di questo nucleo
sono dedicati alle tecnologie del DNA ricombinante e
alla struttura del genoma. Il libro si chiude con i capitoli
sulla ricombinazione genetica e la riparazione del DNA.
Infine, una nota dedicata agli studenti: state entrando
in una delle aree piu dinamiche ed eccitanti della scien-
za moderna. Divertitevi!

Jordanka Zlatanova
Kensal E. van Holde
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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 Il 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
T'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 del'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
Ci sono due classi di introni autocatalitici

351
351

351

351

351
352

352

353
353

355

355

356

357

357

358

360
361

362

363

365

366

366

366

366

367

369

369

370

370

371

371
372

Indice
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molecola di mRNA
La trasformazione del trascritto primario
in un mRNA funzionale richiede un certo
numero di fasi
L'mRNA ¢ 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 pit lunghi
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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 € 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 € una struttura a due subunita
costituita da TRNA 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 é stato studiato sia
in vivo che in vitro
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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
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La decodifica e il processo con cui il codone si
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della traslocazione
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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
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17.2 Laregolazione della traduzione tramite
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BOX 17.1 | legami crociati psoralenici e la struttura
cromatinica dell’'rDNA
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che regolano la fase di inizio in risposta a
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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
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La via di degradazione 3'—5’ usa I’esosoma,
seguito da differenti enzimi per il taglio
del Cap, DcpS
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Oltre la cellula;

il regno della biologia
molecolare

1.1 Introduzione

Ogni scienza ha il suo obiettivo. Cosi come I'astronomia cerca di capire 1'u-
niverso su larga scala, la biologia € la scienza che studia le strutture pit mi-
croscopiche degli esseri viventi (Tabella 1.1). I primi biologi, per necessita,
dipendevano da quello che poteva essere visto dall’occhio umano, che quindi
era acquisito come dato. Per questo, inizialmente, i biologi studiavano anima-
li e vegetali nella loro totalita: la loro crescita, il loro comportamento, e la lo-
ro anatomia macroscopica. Cio nonostante, gli scienziati nell’antichita erano
influenzati da superstizioni, fantasie, mostri immaginari e surreali strutture
interne. Leonardo Da Vinci fu il primo ad affrontare lo studio dell’anatomia
umana e animale in maniera scientifica. Nel 1487 Leonardo inizio i suoi stu-
di combinando il suo talento artistico con 'accurata osservazione delle dis-
sezioni anatomiche che lo porto a produrre dati che non avevano pari all’e-
poca. Un sostanziale progresso nel campo della biologia si &€ avuto con il ri-
nascimento scientifico del XVII secolo, con gli studi di William Harvey sulla
circolazione sanguigna, nel 1628.

In questo capitolo seguiremo lo sviluppo delle tecniche piu sofisticate
che hanno permesso di studiare la struttura degli esseri viventi sempre pit
nel dettaglio e di comprendere i processi alla base della vita e delle strutture
cellulari che li sostengono. Attualmente quest’obiettivo e stato raggiunto, in
ampia misura, anche a livello molecolare; possiamo dire che le strutture piu
fini alla base della vita sono ora accessibili. Faremo riferimento alle informa-
zioni derivate da questi metodi nei vari capitoli che seguiranno.
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Tabella 1.1 | metodi di studio della biologia su scale diverse

Limite di risoluzione

Strumento approssimativo

Entita biologica osservabile

Occhio umano 0,3 mm Acaro

Microscopio ottico 0,3 um Batteri; cellule eucariotiche;
alcuni organelli

Microscopio 0,3 nm Macromolecole; struttura degli

elettronico organelli; virus

Microscopio 0,3-1 nm Macromolecole; struttura degli

a forza atomica organelli; virus

Raggi X o risonanza 0,1 nm Piccole molecole; gruppi atomici

magnetica nucleare presenti nelle macromolecole

1.2 Il ruolo chiave della microscopia

nella biologia

Il microscopio ottico ha portato la prima rivoluzione

nella biologia

La prima grande rivoluzione nella biologia & avvenuta negli ultimi anni del
XVII secolo quando Antonie van Leeuwenhoek invento il microscopio otti-
co. Questo aumento di piu di mille volte la capacita visiva dell’'occhio uma-
no, rivelando cosi I’esistenza di un insospettabile mondo di microorganismi,
come i batteri e i protozoi, e permise inoltre di scoprire la natura multicellu-
lare degli organismi animali o metazoi (vedi la Tabella 1.1). Tuttavia, anche il
microscopio ottico ha i suoi limiti: i dettagli di dimensioni inferiori alla meta
della lunghezza d’onda della luce utilizzata non possono essere rilevati a cau-
sa della diffrazione o delle interferenze delle onde a distanze cosi piccole. La
luce visibile ha lunghezze d’onda di 0,4-0,7 micrometri o pm (Box 1.1); que-

BOX 1.1 Le radiazioni

In diverse parti di questo libro saranno menzionate le
radiazioni elettromagnetiche, sotto vari punti di vista.
In questo primo capitolo, per esempio, ci concentre-
remo sull’utilizzo di varie radiazioni per lo studio della
struttura della materia vivente; in seguito discuteremo
i danni che alcune radiazioni possono produrre in tes-
suti, cellule e molecole.

Probabilmente sarete a conoscenza, fin dai primi
studi, che la natura delle radiazioni € duplice: onde e
particelle. La meccanica quantistica mostra come le ra-
diazioni elettromagnetiche possano essere considerate
sia come flussi di particelle, chiamate fotoni, sia come
onde elettromagnetiche. 'energia di un fotone € cor-
relata alla frequenza dell’onda, v, dalla seguente equa-
zione:

E=hv

dove h € la costante di Planck, 6,6 x 10 J-s, ed E ha co-
me unita di misura il joule (J). Generalmente siamo piu
abituati a sentir parlare di lunghezza d’onda \, lambda,
anziché di frequenza. Poiché v = ¢/A, dove c ¢ la velocita
della luce, abbiamo che:

E = hc/\

Questo ci dice che la lunghezza d’onda e inversa-
mente proporzionale all’energia trasportata dai foto-
ni: maggiore e la lunghezza d’onda, minore & I’energia
trasportata. Possiamo quindi guardare all’intero spet-
tro elettromagnetico (Figura 1) da questo punto di vista.

La prima cosa che si rileva e che la regione del visi-
bile, la parte visibile a occhio nudo, € solo una piccolis-
sima finestra dell’intero spettro. Notate che la lunghez-
za d’onda é riportata in scala logaritmica; le radiazio-
ni elettromagnetiche possono quindi avere lunghezze
d’onda anche di vari ordini di grandezza inferiori o su-
periori a quelle che possiamo vedere a occhio nudo. Fi-
no a qualche centinaio di anni fa gli scienziati erano li-
mitati da questa ristretta visione del mondo. Inoltre, fi-
no a poco tempo fa, si credeva che vi fosse un limite in-
trinseco nella risoluzione di ogni rilevatore di radiazio-
ni. La risoluzione € definita come la capacita di percepi-
re distintamente due oggetti molto vicini, e, fino a tempi
recenti, si riteneva fosse limitata a un valore di circa la
meta della lunghezza d’onda della radiazione utilizzata.
Su questa base, la miglior risoluzione che poteva esse-
re ottenuta da un microscopio che agisce nello spettro
del visibile poteva essere al massimo di 200 nm. Per ta-
le motivo, lo studio delle strutture piu piccole degli es-
seri viventi richiedeva necessariamente 1'utilizzo di ra-
diazioni a lunghezze d’onda minori, come i raggi X. Re-
centemente sono state introdotte metodologie capaci di
aggirare questi limiti e la microscopia € rinata.

Una seconda e fondamentale caratteristica delle ra-
diazioni e la variazione dell’energia dei fotoni al variare
della lunghezza d’onda. Questo comporta che, qualun-
que effetto le onde/particelle elettromagnetiche possa-
no produrre sulla materia, compresi gli essere viventi,
puo variare enormemente a seconda della zona dello

(continua)
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BOX 1.1 (continua)
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Figura 1 L'intervallo delle radiazioni elettromagnetiche
di interesse per chimici e biologi. Lo spettro ¢ riportato

in scala logaritmica e si estende anche a lunghezze d'onda
maggiori e minori di quelle riportate. | limiti tra le varie regioni
sono arbitrari, a eccezione della regione del visibile che viene
definita dalla capacita visiva degli occhi umani.

spettro di cui fanno parte. Per cercare di chiarire que-
sto concetto, la Figura 1 mostra 'energia posseduta da
una mole di fotoni, 6,02 x 10 fotoni, al variare della lun-
ghezza d’onda. Non a caso la quantita e indicata in mo-
le, poiché il valore molare la rende paragonabile a molti
altri processi molecolari: per esempio I’energia neces-
saria alla rottura di determinati legami chimici € defini-
ta in kilojoule per mole.

Tali comparazioni suggeriscono osservazioni inte-
ressanti: per esempio possiamo ben capire che gli occhi
umani si sono evoluti per usare solo una minima par-
te dello spettro elettromagnetico, che pero presenta i
maggiori vantaggi per i meccanismi della vista. Infatti,
I'energia posseduta dai fotoni nella regione del visibile
e appena sufficiente a innescare i cambiamenti chimici
necessari a indurre un segnale nervoso. Radiazioni con
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lunghezze d’onda inferiori sarebbero associate a fotoni
con maggiore energia che potrebbero provocare cam-
biamenti chimici molto piu dannosi. Per capirlo, e suf-
ficiente comparare i valori dell’energia dei fotoni nello
spettro del visibile, riportati nella Figura 1, con 'ener-
gia necessaria a rompere un legame chimico, che gene-
ralmente si aggira sui 300-600 kJ/mol. Fortunatamente
I'atmosfera ci protegge dagli effetti delle radiazioni del
lontano ultravioletto (Far-UV), le piu dannose. Il feno-
meno dell’assorbimento atmosferico delle radiazioni di
lunghezza d’onda inferiore, pit bassa delle radiazioni
nel visibile, ha portato a definire queste radiazioni tra
100 e 200 nm con il nome di “UV del vuoto”.

L’esposizione alle radiazioni del vicino UV e dell'UV
del vuoto o ancor di piu ai raggi X e alle radiazioni
cosmiche (tutte radiazioni con lunghezza d’onda piu
corta) puo provocare serie modificazioni chimiche nel-
la materia vivente. Per esempio, I’esposizione alle ra-
diazioni UV puo provocare bruciature alla pelle o ancor
peggio danneggiare il DNA, provocando tumori cuta-
nei; tuttavia, tali radiazioni non possono penetrare in
profondita nell’organismo, quindi non possono provo-
care alterazioni alle cellule degli organi interni. Al con-
trario, i raggi X o le radiazioni a lunghezze d’onda an-
cora inferiori possono penetrare nell’organismo e pro-
durre anche gravi lesioni, principalmente di tue tipi:
a) modificazioni dirette, per I’azione diretta delle radia-
zioni su DNA e proteine; b) modificazioni indirette, che
sono le piu frequenti, per I’azione dei radicali liberi che
derivano dalla rottura di legami chimici di molecole co-
me 'acqua. Grazie alla capacita di interagire e rompere
ilegami chimici, portando alla formazione di ioni, que-
ste radiazioni sono denominate radiazioni ionizzanti.

Cosi come la diminuzione delle lunghezze d’onda e
correlata a un aumento dell’energia dei fotoni, allo stes-
so modo l'aumento della lunghezza d’onda porta con
sé una diminuzione dell’energia dei fotoni. In partico-
lare, le radiazioni infrarosse riescono soltanto a eccita-
re gli elettroni e provocare vibrazioni intramolecolari.
Aumentando ulteriormente la lunghezza d’onda nel-
lo spettro troviamo le microonde, che sono capaci di
promuovere il movimento delle molecole, con un con-
seguente aumento di calore. Infine, passiamo alle onde
radio, le quali possiedono un’energia cosi bassa che in-
teragiscono poco con la materia, a eccezione degli ap-
parecchi di ricezione (antenne). La loro bassa energia fa
si che la radio che ascoltiamo possa funzionare, infatti,
le onde radio riescono a passare attraverso montagne,
palazzi e oggetti senza essere assorbite e senza subire
variazioni significative.

sto significa che il potere di risoluzione di un microscopio ottico, cioe la di-
stanza minima a cui due oggetti possono essere rilevati come entita diverse,
e di circa 0,3 pm; quindi due oggetti che si trovano a una distanza inferiore
a tale valore non possono essere distinti. Il limite di risoluzione puo essere
ampliato sfruttando ’emissione di luce da parte di particelle utilizzando la
fluorescenza oppure il light scattering, che si basa sulla capacita della luce
di disperdersi quando colpisce una particella. Con queste tecniche anche le
strutture di dimensioni minori possono essere mostrate come punti lumino-
si, senza pero poterne rilevare i dettagli interni.

Il microscopio ottico e riuscito, tuttavia, a rivelare che alcuni tipi di cellu-
le, che derivano da animali, piante, funghi e anche protozoi, presentano una

3
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Tabella 1.2 | principali organelli cellulari

Organello Dove si trova

Nucleo Tutti gli eucarioti

Mitocondrio La maggior parte degli
eucarioti

Cloroplasto Piante, alghe eucariotiche

Perossisoma
eucarioti

Reticolo
endoplasmatico

Apparato del
Golgi

eucarioti

eucarioti

Flagello

Capsula
Parete cellulare

Membrana
plasmatica

Plasmide

Citoplasma

Nucleoide
(DNA circolare
in complesso
con proteine)

Ribosomi

Figure 1.2 La struttura di una
cellula eucariotica vegetale. Nella
struttura di una cellula vegetale si
nota la presenza di vari organelli

che sono assenti nei batteri. Molti di
questi organelli sono principalmente
costituiti da lipidi e proteine; nel
nucleo, nel nucleolo, nei cloroplasti e
nei mitocondri sono inoltre presenti
acidi nucleici. (Adattata per gentile
concessione di Mariana Ruiz Villareal,
Wikimedia.)

La maggior parte degli
La maggior parte degli

La maggior parte degli

Funzioni

Deposito del DNA; magazzino di tutte le informazioni cellulari; espressione
genica attraverso la trascrizione e il processamento dell’'RNA

Generatori di energia per le cellule (mediante produzione di ATP) attraverso
processi di metabolismo ossidativo

Fotosintesi; produzione di ATP e fissazione del carbonio attraverso |'energia
solare

Sede di reazioni ossidative; produzione di calore
Varie funzioni, principalmente modificazioni di proteine di nuova sintesi

Smistamento di proteine e lipidi destinati a specifiche collocazioni cellulari

Figura 1.1 La struttura di una cellula batterica. Tra gli elementi che costituiscono
una cellula batterica, troviamo: i pili, composti da proteine; il plasmide, costituito

da lipidi, proteine e acidi nucleici; i ribosomi, composti da acidi nucleici e proteine;

il citoplasma, composto da proteine, piccole molecole e acidi nucleici; la membrana
plasmatica, composta da lipidi e proteine; la parete cellulare, composta da polisaccaridi
e proteine; la capsula, composta da polisaccaridi; il flagello, composto da proteine; il
nucleoide, composto da acidi nucleici e proteine. (Adattata, per gentile concessione di
Mariana Ruiz Villareal, Wikimedia.)

complessa struttura interna a compartimenti intracellulari chiamati organel-
li, che possiedono funzioni specifiche (Tabella 1.2). Tra gli organelli c’¢ il nu-
cleo, dove si trovano i cromosomi, che sono i depositari delle informazioni
genetiche. Tuttavia, non tutte le cellule possiedono il nucleo, come per esem-
pio nel caso dei batteri (Figura 1.1 e Figura 1.2). Gli organismi le cui cellule
possiedono il nucleo sono chiamati eucarioti (dal greco &), “vero” e Kapvov,
“nucleo”), mentre quelli che non lo possiedono sono definiti procarioti, cosi
denominati per il fatto che precedono gli eucarioti nella scala evolutiva. Tut-
ti gli organismi sono divisi in cinque regni di cui quattro di eucarioti e uno
di procarioti (Box 1.2).

Sebbene alcuni biologi ancora seguano questa classificazione, gli studi di
genetica e proteomica degli ultimi anni hanno aperto una nuova prospettiva.
In particolare, Carl Woese nei suoi studi ha proposto la classificazione degli
esseri viventi in tre grandi domini (Figura 1.3, Tabella 1.3), nati dalla divisione
dei procarioti in due domini distinti, sulla base delle differenze riscontrate in
vari studi biochimici e di sequenziamento genico. Oltre agli eucarioti, abbiamo
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Figura 1.15 La struttura della mioglobina, acquisita tramite i raggi X, a vari (A)
livelli di risoluzione. (A) La mioglobina a una risoluzione di 6 A: questa & la prima

struttura di una proteina determinata con la cristallografia a raggi X. (B) La mioglobina

a una risoluzione di 2 A; questa struttura @ stata determinata nello stesso laboratorio

solo due anni dopo la prima. L'immagine mostra la proteina con un modello a nastro e il

gruppo eme con un modello a sfere e bastoncini (ball-and-stick). (C) Tutti gli atomi della

proteina, con gli atomi del gruppo eme in rosso e una molecola di ossigeno legata a

esso in blu. | tre modelli sono visti da angolazioni diverse. [A, da Dill KA e MacCallum JL

(2012) Science 338:1042-1046. Con l'autorizzazione del MRC Laboratory of Molecular

Biology.]

La risonanza magnetica nucleare, NMR (nuclear magnetic resonance), e
una tecnica ad alta risoluzione, che puo essere applicata a molecole in solu-
zione. Utilizzando vari isotopi, con diversi spin nucleari, e analizzando le in-
terazioni spin-spin, 'NMR permette di ottenere la struttura atomica, evitan- (B)
do la modificazione strutturale che puo intervenire nella formazione del cri-
stallo per I’analisi coniraggi X. I raggi X e 'NMR saranno discussi in manie-
ra piu dettagliata nei Box 3.6 e 3.7.

1.5 La genetica molecolare: I'altra faccia
della biologia molecolare

Una pietra miliare nello sviluppo della biologia molecolare é stata la sco-
perta delle basi molecolari della genetica. Sebbene le leggi di Mendel sia-
no state formulate attorno al 1860 (vedi il Capitolo 2), sono dovuti passa-
re piu di cento anni prima di conoscere la base fisica per queste leggi. Un
punto cruciale fu rappresentato dalla scoperta che anche i batteri e i virus
sottostanno alle stesse leggi degli organismi superiori, fornendoci un ra-
pido e semplice mezzo per studi piu approfonditi. Per di piu, la grandiosa
scoperta della struttura del DNA apri la strada allo studio fisico della ba-
si molecolari della genetica. Negli stessi anni divento piu chiara anche la
struttura delle proteine. Presenteremo una panoramica di questi progres-
si della genetica nel Capitolo 2.

Un secondo punto cruciale, nel progresso della genetica molecolare, € sta-
ta la scoperta di tecniche capaci di tagliare, sequenziare e modificare polime-
ri come proteine e acidi nucleici. In pochi decenni siamo arrivati dal sequen-
ziamento di un piccolo frammento di acidi nucleici alla capacita di determi-
nare in pochi giorni la sequenza di un intero genoma. Abbiamo imparato a
moltiplicare una singola copia di ogni specifica sequenza genica, mutarla a
piacimento e inserirla in un organismo. Molte di queste manipolazioni pos-
sono essere fatte con tecniche abbastanza semplici in ogni laboratorio, e le
descriveremo piu in dettaglio al momento opportuno, nei capitoli successivi.
1l Capitolo 5 sara completamente dedicato a questo argomento.

E essenziale ricordare che, in pochi decenni della seconda meta del XX
secolo, si e sviluppato un intero campo della scienza; questa disciplina, che
e stata chiamata biologia molecolare, ha permesso di spiegare la genetica e
la biochimica a partire da una reale base molecolare. La biologia molecolare
ha conosciuto un’enorme esplosione in questi decenni ed € ancora in evolu-
zione. Questo e quello di cui tratta questo testo.

(@

CONCETTI CHIAVE

e Labiologia € emersa come la ricerca minuziosa della struttura microsco-
pica dei vari processi della vita, usando strumenti che permettevano un
grado di risoluzione sempre maggiore.

e In principio, la biologia si basava sull’occhio umano e percio era limita-
ta allo studio degli animali e delle piante nella loro anatomia e fisiologia
generale.

e Il microscopio ottico, con una risoluzione nell’ordine di 0,3 pm, ha permes-
so la scoperta dei microorganismi e la struttura cellulare degli eucarioti.
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La biochimica ha rivelato non solo la maggior parte dei meccanismi del-
la cellula ma anche l'esistenza di tre grandi domini in cui possono essere
suddivisi gli esseri viventi: Eubacteria, Archaea e Eukaryoteae o eucarioti.
Il microscopio elettronico, con una risoluzione potenziale di 0,3 nm, ha
permesso di analizzare la struttura della cellula e delle macromolecole
piu grandi.

Il microscopio confocale in fluorescenza ha permesso di localizzare spe-
cifiche macromolecole all’interno della cellula e di studiarne la loro inte-
razione.

Altre tecniche di microscopia in fluorescenza, come FIONA e FRET, han-
no esteso la risoluzione del microscopio ottico a livello di nanometri.

Il microscopio a forza atomica, AFM, ha permesso lo studio delle macro-
molecole in ambiente acquoso con un’alta risoluzione e ha aperto la stra-
da alla manipolazione meccanica di tali molecole.

La diffrazione a raggi X e la risonanza magnetica nucleare, NMR, han-
no esteso gli studi a livello atomico e hanno contribuito a creare una rea-
le biologia molecolare.

Un altro grande input € derivato dallo sviluppo della genetica molecola-

re, nata con la genetica dei batteri e dei virus.
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