REGOLAZIONE DELLA
SINTESI PROTEICA
NEI PROCARIOTI



La regolazione dell’espressione genica

Quali sono 1 meccanismi che determinano
I’accensione o lo spegnimento dell’espressione
di un gene?



La regolazione dell’espressione genica

*Nel procarioti:

—un’espressione genica selettiva permette alle cellule
di risparmiare energia

—La regolazione avviene prevalentemente a livello
trascrizionale

*Negli eucarioti:

—1’espressione genica selettiva permette alle cellule di
svolgere ruoli specializzati

—La regolazione avviene a vari livelli



Regolazione genica nei procarioti

«GGenl costitutivi: sono costantemente attivi (es.
geni che codificano per gli enzimi della glicolisi)

*Geni regolati: la loro espressione e regolata in
modo tale che che la quantita del corrispondente
prodotto (proteina 0 RNA) e controllata in
relazione al fabbisogno cellulare (es. sintesi
adattativa di enzimi)



| batteri utilizzano strategie diverse per
regolare la sintesi degli enzimi

Vie cataboliche e induzione da substrato
*Vie anaboliche e repressione da prodotto finale

Gli enzimi che catalizzano queste vie SONo spesso
regolati in modo coordinato: la sintesi di tutti gli enzimi
coinvolti in una particolare via viene attivata o repressa
simultaneamente



Vie cataboliche e induzione da substrato
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Concentrazione intracellulare

dell’enzima inducibile
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Geni e loro funzioni

Gene regolatore Proteina repressore
Gene promotore Sito di avvio della trascrizione del
DNA in mRNA
Sito di inserimento per
Gene operatore repressore: blocco della sintesi
dell’ mMRNA
Geni strutturali = enzimi
promotore

Structural genes

operatore
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| geni coinvolti nel catabolismo del lattosio sono
organizzati in un operone inducibile
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e & ™ Is A ~
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Operatore
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lacl-mRNA lac-mRNA l l l
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B Proteina B-galattosidasi Galattoside Trans-
repressore permeasi acetilasi
Figura 21-3

La delezione del gene lac I origina cellule che producono sempre le
tre proteine indipendentemente dalla presenza dell’induttore

Lac | codifica per un repressore



Regolazione dell’operone lac

RNA polimerasi incapace R
di legarsi al promotore epressore legato
all’'operatore

Promotore
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R

|

5 e T 3
lacl-mRNA 1

Forma attiva del repressore

(a) Lattosio assente; il repressore & legato all'operatore e |'operone & represso
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Figura 21-4



Operone inducibile negativamente
@
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La proteina regolatrice
inattiva non & in grado
di legarsi all'operatore. ..

Precursore V. Prodotti_ Prodotto W
intermedi

Conclusione: L'operone é attivo (e sintetizza il prodotto
W) unicamente in caso di disponibilita del precursore V.
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Lattosio assente

La proteina repressore codificata
dal gene / impedisce la
trascrizione legandosi
all'operatore.

DNA [ ]

L’RNA polimerasi non pud
legarsi al promctore, la

trascrizione & bloccata.

o} z y a

’\ ‘Da‘ac
/ L'mRNA non viene prodotto e la
Repressore attivo — sintesi degli enzimi & bloccata.

Lattosio presente

Il lattosio induce la trascrizione Induttore
legandosi al repressore, che di {lattosio)
conseguenza non pud pil legare

I'operatore. L’RNA polimerasi si —__Repressore
lega al promotore. inattivo

DNA -
! pfac © z y
/ . . |
RNA polimerasi Fintantoché I'operatore rimane
libero dal repressore, I'RNA
polimerasi pud trascrivere i geni
per gli enzimi.
DNA -
/ P lac z y
Trascritto di mRNA
* Traduzione
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dell’'operone fac . Permeasi “
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proseguimento della trascrizione.




Gene lacZ

A
p
RNA polimerasi Repressore lac
5 3
3 TAGGCACCCCAGGCTTTACACTTTATGCTTCCGGCTCGTATGTTGTGTGGAATTGTGAGCGGATAACAATTTCAC 5
Filamento Regione a —35 Regione a -10 Sito di Operatore legato
di DNA (sequenza (sequenza inizio della dal repressore lac

non stampo consenso) consenso) trascrizione



< | geni strutturali e il aene | ;

| 7 Y A

ﬂ trascrizione

* = allele normale:Z, Y, A trascrivono in
presenza dell’induttore;

|- = mutante costitutivo: Z, Y, A
trascrivono sempre;

IS = allele inibente la risposta
all’induttore: Z. Y. A non trascrivono mai

Merodiploidi per definire le relazioni

Un unico mRNA

ﬂ traduzione

B-galattosidasi transacetilasi
\/ F’(lac)
permeasi [ @O}
Geni lac

1) IS e dominante su I* che a sua
volta e dominante su I-

funzionali tra gli alleli

ItZ/-Z* Trascrive* con
I’induttore
I-Z /1t Z* Trascrive* con
I’induttore
I-Z/1-Z* Trascrive*
sempre
ISZ1*Z* Non trascrive
mai
1sZ*1-Z* Non trascrive
mai

*un MRNA per un enzima
funzionale

2) 1" e dominante su I indipendentemente dalla posizione in cis o

IN trans< ricnetto a 7+



< Operatore, promotore e operone >

| PO Z Y A

—

operone
* = allele normale:Z, Y, A trascrivono in presenza dell’induttore;

O°¢ = mutante costitutivo: Z, Y, A trascrivono sempre

O*Z*/0°Z* Trascrive* sempre | |l prodotto del gene | e una
proteina diffusibile che, in assenza
O+Z*/0°Z- Trascrive* con dell’induttore, si lega ad O e
I’induttore Impedisce la trascrizionedi Z, Y,
O+ 7 /O 7+ Trascrive* sempre | A in presenza dell’induttore non
si lega ad O e consente la
1SO*Z*/1*OcZ* Trascrive* sempre uaﬁCMﬂ?\n& BEIZUX’é%Zi ma
funzionale

1) O°¢ e dominante su O*, ma solo in cis rispetto a Z*

2?1 Gli alleli normali di P sono cis-dominanti sui mutanti difettivi di P,
che impediscono incondizionatamente la trascrizione di Z, Y, A,
impedendo P’inserimento della RNA polimerasi



- Controllo negativo dell’espressione genica
nell’operone lac
P
RNA polimerasi
o . P O Z Y A
induttore — s 000 0o =

MRNA

| 1 PO z Y A
—

il Plo =z Y A

o W PO z Y A

- I Plo z Y A

repressore non legato
all’induttore, che si lega
ad O e impedisce la
trascrizione

repressore legato W
all’induttore, che

non si lega ad O e non
impedisce la trascrizione

A
repressore I~ senza affinita
per O, con cui non si lega
mai e non impedisce mai
la trascrizione

repressore IS senza affinita
per ’induttore, che si lega
sempre ad O e impedisce
sempre la trascrizione

operatore senza affinita

er il repressore che non
ega mal e non impedisce
mai la trascrizione

promotore senza affinita
per ’RNA polimerasi che
Impedisce sempre la
trascrizione



L'operone Lac e anche sotto un controllo positivo
mediante una proteina attivatrice da catabolita:
proteina CAP

» Piccola molecole effettrice, cCAMP, si lega alla
proteina attivatrice chiamata proteina
attivatrice da catabolita (CAP) o proteina
recettore di cAMP (CRP)

+ CAP legato al sito di CAP: TRASCRIZIONE
favorita

» L'operone si spegne quando CAP non ¢ legato



cAMP = adenosina monofosfato ciclico

CAP = catabolite activator protein

o

CRP = cyclic AMP receptor
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» Esempio di controllo
positivo

*+ Quando cAMP si lega Ox
a CAP, il complesso si [
lega al sito di CAP ChP bound
vicino al promotore
Jac

- La risultante curva
nel DNA fa
aumentare il legame —

di RNA polimerasi e e
che aumenta | a Thomas Steiz, Howard Hughos Medical Insttution, Yale
trascrizione

e
e —
Transcription
occurs *

Alberts et al., ESSENZIALE DI

BIOLOGIA MOLECOLARE
NEITACEITIINA Zanichalli
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cAMP




(@) La concentrazione di glucosio regola la concentrazione del CAMP

Alta concentrazione

di glucosio Adenilato ciclasi

inattiva

ATP —>&—>» Assenza di CAMP

Bassa concentrazione
di glucosio Adenilato ciclasi attiva

ATP ——» CAMP

(b) I complesso cAMP-CAP attiva la trascrizione

Il complesso si lega al promotore



Basse concentrazioni di glucosio

?Quando il livello del glucosio &

...facendo aumentare
I'efficienza di legame
della polimerasi.

basso, quello di CAMP & elevato. CAMP, e il complesso formato da

queste molecole si lega al DNA,..

m RNA

T La CAP si lega prontamente al

Operatore
polimerasi // p,aco
@ —r
lacl CAP mall CAP lacz lacy lacA
= P OO —
Ne risulta alta
Trascrizione velodtadi
traduzione dei
geni strutturali. ..
v v v
Enzimi @D
B-Galattosidasi  Permeasi  Transacetilasi
L |
l . Glucosio
Lattosio . Galattosio
Alte concentrazioni di glucosio .
...e dalla produzione
Quando il glucosio & presente a livelli elevati, quelli di cAMP La RNA polimerasi non pud unirsi di glucosio dal lattosio.
risultano bassi, ed & meno probabile che cAMP si leghi alla CAP. al DNA con la stessa efficienza, ...

cAMP) CAP RNA / Operatore

polimerasi lacO
\ —A—
M — X X
. 0O I ] ]
. | L | ]

...Cos! la trascrizione ‘
procede a velocita bassa. Basso grado
di trascrizione




(a) Glucosio presente (CAMP scarso); lattosio assente; non si trascrive mRNA

Repressore

(b) Glucosio presente (CAMP scarso); lattosio presente

CAPC}V
[ e 1 o e % A

| S

e —

+ fl —> Ml Scarsa quantita di mRBNA /ac trascritto
Lattosio Induttore-

repressore

(c) Assenza di glucosio (CAMP abbondante); lattosio presente

CAP-cAMP
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=
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E + il — [l ———=

Lattosio Induttore-
repressore Grande quantita di mRNA /ac trascritto
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livelli basali
di trascrizione
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sito CAP operatore

promotore

repreSSOre a§senza o
di trascrizione

attivazione
della trascrizione




sito di legame
sito per la RNA sito di inizio della sintesi di RNA
dilegame polimerasi g
per CAP  (promotore)
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promotore
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-:._ I I I IR cromosoma di E. coli
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enzimi per la biosintesi del triptofano




Operone

Operone reprimibile negativamente
Operatore
S\ Geni strutturali

@ Gene
RNA r .
regolatore polimerasi Gene g Gene h Gene i
~ Promotore ~ - Promotorer m —
| X |
Trascrizione * Trascrizione
e traduzione e traduzione
A\
) ) La proteina regolatrice & un Ha quindi luogo la
Proteina regolatrice * repressore inattivo, non in trascrizione dei geni
inattiva (repressore) grado di legarsi all'operatore. strutturali.

v v v
Enzimi @@ H |

b,

Via biochimica @ a | > >
Precursore T _Prodotti Prodotto U
intermedi (corepressore)
(Y|l Presenza del prodotto U Operatore
SN m
- I polimerasi w x ETE— —
[ I — | I I
| W v

Assenza di trascrizione

Trascrizione
e traduzione

Il prodotto U si unisce ...attivandola e rendendola in ...e bloccando
alla proteina regolatrice,... grado di legarsi all'operatore. .. cosl la trascrizione.

Proteina regolatrice
inattiva (repressore) ?
Proteina regolatrice L 4 Prodotto U
L (corepressore)
~—

attiva




dell’attivita enzimatica arrestando immediatamente I'intera via metabolica.

/

Precursore m@@m)/.\ m Bm c m D m rodotto finale
N N O O O
| | | | |

Gene 1 Gene 2 Gene 3 Gene 4 Gene 5
N\ J

Regolazione EI prodotto finale inibisce per retroazione I'attivita del solo enzima 1 }

Ve

Regolazione
della concentrazione enzimatica

|

[II prodotto finale blocca la trascrizione di tutti e cinque ]

I geni. Si arresta la sintesi di tutti gli enzimi,




Triptofano assente

DNA =

r

¢ Il gene regolatore r produce un
mRNA [ repressore inattivo che non pud
¢ legarsi all operatore.
y

L'RNA polimerasi trascrive i geni
Repressore strutturali. La traduzione
inattivo produce gli enzimi della via
biosintetica del friptofana.

\

RMNA polimerasi \—»- La trascrizione
-

proceds

DNA

l l l lTraduznone
Enzimi della via

cisiesi & 2% 8%

del triptofanc e d c b a

Triptofano presente

DNA

mARMNA

-4—I4—-1

Corepressore
(triptofana)
Il triptofanc si Iega al
repressore. .
Repressore > Repressore
inattivo @ attivo

. che quindi si lega
aII operatore.

DNA

Il triptofanc impedisce allRNA
polimerasi di legarsi e di
trascrivere i geni strutturali,
impedendo la sintesi degli
enzimi della via del triptofano.




(a) Regolazione (b) Regolazione
dell’espressione dell’attivita

genica \ Precursore enzimatica
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Un gene r egolator e situato ail ester no dell’'oper one
codifica una pr oleina r epressore inattiva. Ouesto
gene possiede un pr opeko pr omolor o (non mestrato),
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nattive gb enzimi per 'a drvesl g trpicfano

(a) Assenza di triptofano, repressore inattivo, operone acceso. LANApoimaas s
s &l DNA sul promctons & trascrve | gan ddll'cpercna,

CYEANNY NWERN

|

N
\ o I} repr essore spegne
MANA ’ I'oper oae kegandos)
~ al'operator ¢
e bloscando F'accesso
al promotor @ defta ARNA
polimeras
Repressore
Proteina “ — M!M)
"“-\_ Il triptotano si lega
%,.Tnptoia'lo ‘\\ ad un sito alosterico
[Coraprasscr) X della proteina causando
" un camblamento

(b) Presenza del triptofano, repressore attivo, operone spento. Cuancol conformasionale
retofano S accumuia, QUESto INDISCS la popna produzione medante lattvazions
OHia Droleing reressone, quest'uttima attiva.
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- 60 _ | L 9
operatore
repressore inattivo /\
‘ RNA polimerasi
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(a) Assenza di lattosio, repressore attivo, operone spento. | reCressos Go e
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facZ
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(b) Presenza di lattosio, repressore inattivo, operone acceso, L'alcialtosio unisomen

del laticsio, derepnme Foparona natthvando Il regresacre, In Guesio modo, gl endimi per

1 metatolisma cel IBRosio vengana indott.
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