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NON TUTTI I GENI VENGONO UTILIZZATI NELLO
STESSO MOMENTO ENON TUTTI CON LA STESSA
“INTENSITA”

Regolazione genica = la modalita con cui viene REGOLATA qualita
(tipo) e quantita dei prodotti genici
Prodotto genico = RNA e/o proteina (in ultima analisi)
RICORDIAMO IL DOGMA CENTRALE
DELL’INFORMAZIONE GENETICA:
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Per ripassare questi processi:

http://lecturer.ukdw.ac.id/dhira/BactGenetics/TOC.html
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Regolazione Genica nel Procarioti

-Rispondere rapidamente ai cambiamenti ambientali

-Risparmiare il piu possibile energia, quindi niente MRNA o proteine che
non servano subito

-la maggior parte dei geni e espressa costitutivamente

-pochi geni sono regolati, ognuno con il suo meccanismo individuale, di
Induzione o di repressione

-la traduzione e subito successiva alla trascrizione

-gli mMRNA hanno vita breve

1. -scelta della subunita sigma

2. -regolazione della trascrizione di primo livello (inizio della trascrizion
3. -regolazione della trascrizione di secondo livello

4. -regolazione co-trascrizionale (attenuazione)




Una subunita del’RNA polimerasi batterica, detta
sigma, ha 1l compito di riconoscere determinate
sequenze “consenso’” In una regione di controllo della
trascrizione, detta PROMOTORE. Le altre subunita
dell’RNA polimerasi si associano al promotore grazie

all’intervento della subunita sigma, e danno inizio alla
trascrizione. La subunita sigma si dissocia dal
complesso dopo che sono state trascritte circa 10 basi.




L’RNA polimerasi dei procarioti 1
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Direction of transcription
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| promotori dei procarioti

(a) Strong E. coli promoters
tyr tRNA TCTCAACGTAACACTTTACAGCGGC G« CGTCATTTGATATGATGC »GCCCCBCTTCCCGATAAGGG
rem D1 GATCAAAAAAATACTTGTGCAAAAAA»» TTGGGATCCCTATAATGCGCCTCCGTTGAGACGACAACG
rrm X1 ATGCATTTTTCCGCTTGTETTCCTGA» +GCCGACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rm {DXE}, CCTGAAATTCAGGGTTGACTCTGAAA » s GAGGAAAGCGTAATATAC =GCCACETCGCGACAGTGAGD
rrm E1 CTGCAATTTTTCTATTGCGGCCTGC G »GAGAACTCCCTATAATGCGCCTCCATCGACACGGCGGAT
rrm Al TTTTAAAT TTCC T T TG TCAGGECGGe = AATAACTCCCTATAATGCGCCACCACTGACACGGAACAA
rm A2 GCAAAAATAAATGCTTGACTCTGTAG » CGGEAAGGCGTATTATGC «ACACCECGCGCCGCTGAGAA
PR TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTA*CCTCTGGCGGTGATAATGG»«TTGCATGTACTAAGGAGGT
»PL TATCTCTGGCGGTGTTGACATAAATACCACTEGCGGTGATACTGA= »GCACATCAGCAGGACGCAC
17 A3 GTGAAACAAMACGGTTGACAACATGA*AGTAAACACGGTACGATGT*ACCACATGAAACGACAGTGA
T7 Al TATCAAAAAGAGTATTGAC T TAAAGT*CTAACCTATAGGATACTTA=CAGCCATCGAGAGGGACACG
T7 A2 ACGAAAAACAGGTAT TGACAACATGAAGTAACATGCAGTAAGATAC*AAATCGCTAGGTAACACTAG
fd VIl GATACAAATCTCCGTTGTACTTTGT T+ TCGCGLTTEGTATAATCG»CTGEGEGTCAAAGATGAGTG
—35 —10 ] ey
(b} Consensus sequences of o™ promoters ¢} Lac promoter sequence
30 region 17+1b 10 region 35 region 10 region
TTGACAT—— P [ TaTaAT
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Alle diverse regioni consenso dei promotori si legano diverse
subunita sigma, ciascuna “specializzata” nella trascrizione di
specifiche classi di geni

TABLE 10-1 RIHuER NS of E. colr

Sigma
Factor Promoters Recopnized Promoter Consensus

— 3% Region — 10 Region
o Mlost genes TTGACAT TATAAT
) Cienes induced by hear shock TCTOCNCCCTTGAA COCCATINTA
a® Genes for monlicy and chemotaxis CTAAA COGATAT
o’ Grenes tor stanonary phase and stress response ; ;

—24 Region —12 Region
ot Genes tor mirrogen metabolism and other tuncoons CTGGNA TTGCA

SOURCES: C. A, Gross, M. Lonetto, and B. Losick, 1992, in 5. L. McKnight and K. R. Yamamoto, eds., Transcriptional Regulation,

Caold Spring Harbor Laboratory Press; D. N. Arnosti and M. |. Chamberlin, 1989, Proc. Nat'L Acad. Sei. USA 86:830; R. Hengge-
Aronsis, 1996, Mol. Microbiol, 21:887.




| geni strutturali del batteri sono organizzati in
“cluster” : gruppi di geni codificanti per proteine
con funzioni correlate, (es. enzimi di una stessa
via metabolica, proteine deputate al trasporto

Intracellulare ecc), che si trovano sotto i1l dominio
di un unico promotore.




Schema di un’unita di trascrizione dei procarioti

(a) Prokaryotic polycistronic transcription unit

Start site

i

trp operon —

Control
region

trp mRNA
(polycistronic)
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La capacita dell’RNA polimerasi di iniziare la
trascrizione dipende dall’assenza di impedimenti
a livello del promotore; in sua vicinanza, infatti,

POSSONO essere presenti del repressori che
Impediscono I’inizio della trascrizione. Si parla
quindi di regolazione negativa.




In genere per una buona attivazione del gene non e
sufficiente che I’RNA polimerasi non abbia

Impedimenti a iniziare la trascrizione, perché spesso

Il promotore e poco efficiente (la sua sequenza non ¢
guella “ideale”). E necessario anche che una o piul
proteine “attivino” la trascrizione. Si parla quindi di
regolazione positiva.




Unita di trascrizione descritta nel 1961 da Francois Jacob e
Jacques Monod, che per questo furono insigniti del premio
Nobel.

L’unita completa include:

Geni strutturali: codificano per le proteine di interesse
Gene/i regolatore/i: codificano per repressori e/o attivatori

Operatore: Sito sul DNA riconosciuto dalla proteina
repressore.

Promotore: Sito sul DNA cui si lega I’RNA polimerasi per
Iniziare la trascrizione del geni situati a valle.

Attivatore: Sito sul DNA cui si lega una proteina che
favorisce la trascrizione




Come abbiamo detto, spesso |I’operone
e soggetto sia a regolazione negativa,
sla a regolazione positiva




Sia nel caso di regolazione negativa, sia nel
caso di regolazione positiva, il gene puo
essere quindi regolato:




Regolazmone NEGATIVA - REPRESS(ORE

1 sl Sisfeima feprinnbdle

& =l gpstema lixbucibile

X v L [
-In condizioni basali il repressore e libero, ma, in presenza di un co-
repressore, si posiziona sull’operatore; questo inibisce la
trascrizione dei geni strutturali: il sistema si dice reprimibile

-In condizioni basali il repressore e posizionato nel sito operatore e
viene rimosso da un induttore; questo consente la trascrizione dei
geni strutturali: 1l sistema si dice inducibile




Regolazione POSITIVA - ATTIVATORE

I A B (R T inducaibile
L mmp zistema reprimabile

X ¥ 2 I

-In condizioni basali la trascrizione non e presente; il legame con
una o piu proteine nel sito attivatore favorisce la trascrizione: il
sistema si dice inducibile

-In condizioni basali la trascrizione e attiva grazie alla presenza di
una o piu proteine nel sito attivatore, la cui rimozione inibisce la
trascrizione: il sistema si dice reprimibile




coglaztone dell iz della trascnzione

FATTORI “TRANS" =15 ELEMENTI IN CIS
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RINA Come funziona un gene
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dlyrease i Come funziona un gene
- -_"‘ — reprimibile in un procariota
-4 F& = (schema elementare).
N
Fo 8 «—— repressor pattreey Si tratta di una VIA
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Schema piu completo della regolazione di un operone inducibile, il
lac-operon

lac operon

RMNA pﬂlymerase
DNA

fac
repressnr

Lﬂﬂt'DSE

Thiogalactoside
transacetylase

Lactose
permease

fi-galactosidase

Nascent
polypeptide
chains




la carenza di glucosio induce la sintesi di CAMP e I’attivazione di CAP

(a) Glucose present (cAMP low); no lactose
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1° livello: Il repressore Lac
opera una regolazione
negativa; I’operone e
Inducibile, in quanto il
repressore viene staccato
dall’induttore, il lattosio
(ossia il substrato che deve

essere degradato da uno del
prodotti genici).

2° livello: 1l complesso
cAMP-CAP opera una
regolazione positiva,
Inducendo livelli di
trascrizione piu alti.



La regolazione positiva favorisce la trascrizione.
La regione del promotore cui si lega cCAMP-CAP e diversa
da quella cui si lega la polimerasi

o subunit RNA polymerase
GAI'U'IF' CAP

—34

Lac control /

region CAP site  Polymerase site
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Le regioni del lac operon che legano le proteine
di regolazione

cAMP-CAP footprint Repressor footprint

RNA polymerase footprint

—35 region —10 region




La proteina CAP “sforza” I’elica, ripiegandola. In tal modo
favorisce I’inizio della trascrizione a partire dal vicino promotore

Copyright & The Mo Grass-Hil Companies, o, Parmsskon raqoired far repend scsics o dipiay,

CAP Mechanism
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A volte 1 regolatori si legano
a sequenze poste ad una
certa distanza dal promotore;

Enhancer
.

~140 —108

a*-polymerase g/nA

il
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Closed complex

In tal caso, esse

IniElle: Ry
interagiscono con la oo .nam;\} e

@/

polimerasi grazie alla
formazione di un ansa del
DNA.

Qui e schematizzata una
regolazione positiva.

Open complex




La regolazione “di secondo livello” puo
utilizzare lo stesso attivatore per regolare piu
operoni.

Ad esempio, gli operoni che controllano I’utilizzo di
zuccheri diversi dal glucosio sono controllati dal
singoli zuccheri per quanto riguarda la regolazione
negativa (gli zuccheri inducono la trascrizione
rimuovendo Il repressore), ma sono regolati tutti dal
complesso cCAMP-CAP per quanto riguarda la
regolazione positiva.

CAP si lega al sito attivatore solo se complessata a
cAMP, che, a sua volta, viene sintetizzato in caso di
carenza di glucosio.




Il repressore Trp e un
omodimero con simmetria
speculare; le due subunita
riconoscono tratti quasi
Identici posti su eliche
complementari (palindrome)

Operator DNA




1l sito di legame di un regolatore omodimerico, come il
repressore Trp, € una sequenza palindromica; le due
subunita del regolatore dovranno quindi disporsi con una
simmetria speculare

—-10 +1 +10 +20 +30

5" ATGTTGTGTGGAAT TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGGAA 3’

3" TACAACACACCTTAACACTCGCCTATTGTTAAAGTGTGTCCTT &’

Half-site




Il repressore lac e anch’esso un dimero; si lega a due
siti distanti tra loro, distorcendo I’elica in modo tale
da impedire il legame con I’RNA polimerasi




L’ansa formata dal repressore lac




Si tratta di una modalita di regolazione per la quale la
trascrizione di un gene, gia iniziata, viene terminata
precocemente, dando luogo ad un breve RNA, Il cui
prodotto non sara funzionale.

Per comprendere questa modalita di regolazione, e
necessario comprendere come viene attuata la
TERMINAZIONE DELLA TRASCRIZIONE.

Infatti, questa modalita di regolazione sfrutta gli stessi
meccanismi della terminazione “rho-indipendente”.




Due modalita per la terminazione della trascrizione nei procarioti

ta} Rho binds to transcript at rho loading site and pu sUes polymerase.

QJ

/ CHYImMEerase

!
(k) Hairpin forms; polymerase pausas, rho catches up,
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ic) Rho helicase releases transcript and causes termination
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Figure 6.50

Rho Independent Transcription Termination, Rho Dependent Transcription Termination




Dettaglio della terminazione rho-dipendente

RNA
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|l segnale di terminazione e normalmente costituito da un’ansa dell’RNA
ricca di G-C e seguita da AUUUU

trp operon
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L’operone Trp e la regolazione genica cotraduzionale per
attenuazione

(a) trpleader RNA

Translation
start codon

|




Solo se il livello intracellulare di triptofano e scarso si ha la trascrizione
completa del’mRNA
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Per comprendere Il meccanismo della
regolazione co-traduzionale mediato da

e necessario ricordare che neli
procarioti la traduzione (= sintesi proteica,
operata dal ribosomi) ha inizio mentre I’'mRNA
e ancora in corso di trascrizione.

La velocita della sintesi proteica, inoltre, puo
essere influenzata dalla scarsita di un
determinato ammnoacil-tRNA.

~ || meccanismo dell’attenuazione fa si la
sintesi dell’mRNA dell’operone Trp venga
completata solo se il Trp-tRNA e scarso.




Questa regione “leader” dell’mRNA del | gene strutturale
dell’operone Trp e ricca di triplette codificanti per Trp; il
ribosoma, che inizia a tradurre dalla tripletta AUG, si trovera
In stallo se non ha a disposizione sufficiente Trp-tRNA.

49

tr'fptuphan: AUG

W

§

Low
tryptophan

7000 bases



Se il livello di triptofano e basso, il ribosoma rallenta e non copre la
regione 2 dell’mRNA in tempo per evitare che essa interagisca con la
regione 3 che nel frattempo viene sintetizzata, le regioni 2 e 3,
accoppiate, formano un complesso di terminazione.

(b) Translation of trpleader 30510 NON & un complesso di terminazione

Low tryptop hmo /
=

High tryptophan

polymerase
4 terminates
transcription

Ribosome covers

region 2
3-4 stem-loop
forms

Questo e un complesso di terminazione

Ribosome is
stalled at Trp
codons in
region 1

RMNA polymerase
continues
transcription




Il tRNA procariotico viene modificato dopo la sua
sintesl, che genera un precursore di grandi

dimensioni. | procarioti hanno un’unica DNA
polimerasi per la sintesi di tutte le classi di RNA.

{a) RNase P and other endonucleases cleave {b) RNase D trims the 5 end. (¢} (RNA nucleotidyl transferase adds CCA
the primary transcripl. to the 3" end.
FeMase 13
RNase P digestion

cleavage site

ot 2CTP+ ATP

N YHFcca
Sefuenee




L’RNA ribosomiale dei procarioti viene sintetizzato
come un’unica molecola; 1l precursore viene
tagliato e metilato per originare i tre rRNA maturi

16S RNA [ ) 235 rRNA

Ml6 —

RNase —
I11




Un semplice sistema di trasduzione del segnale nei procarioti regola
| geni che rispondono alla carenza di fosfati
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