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o Le vescicole COPI mediano il trasporto
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Prefazione alla quarta edizione

italiana

E stato con grande piacere che ho accolto la richiesta della
Zanichelli di curare la quarta edizione italiana del libro Bio-
logia molecolare della cellula, fondamentale testo del prof.
Harvey Lodish et al,, a partire dalla nona edizione in lingua
inglese apparsa negli Stati Uniti nel gennaio 2021. Dall’ulti-
ma edizione in lingua italiana di questo libro, pubblicata nel
2009, sono passati ormai molti anni che, in termini di ricerca
scientifica, si contano in migliaia di articoli scientifici e nella
messa a punto di numerosi processi tecnologici. Per esem-
pio, solo analizzando le 10 riviste pitt importanti e piu lette
nel campo della biologia cellulare e molecolare, negli ultimi
10 anni sono comparsi pitt di 20 000 nuovi lavori. Ognuno
di questi ha contribuito a una migliore comprensione dei
processi molecolari alla base del funzionamento delle cellule
all'interno degli organismi e, quindi, degli organismi stessi,
spingendo sempre piu avanti le grandi sfide della biologia.

Il campo ¢ in enorme sviluppo, con sempre pitt frequenti
approcci interdisciplinari e una sempre maggiore attenzione
alle possibili ricadute delle nuove scoperte e delle loro ap-
plicazioni sulla salute umana. I progressi tecnologici hanno
infranto le barriere nella risoluzione delle immagini e negli
approcci molecolari, studiati e applicati in diversi modelli
animali in vitro e in vivo. Le aree che studiano i processi
essenziali, come la divisione e la morte cellulare, I'adesione
e la migrazione cellulare, la biologia delle membrane e degli
organuli, il metabolismo e le risposte allo stress, la trasdu-
zione del segnale e I'espressione genica, si sono arricchite di
nuove metodologie che sempre pill spesso coinvolgono la
biologia computazionale e la biofisica.

L’ultima edizione del testo di Biologia molecolare della
cellula ¢ stata di conseguenza profondamente migliorata e
arricchita di novita importanti che permettono a chi studia,
generalmente nei primi anni del percorso universitario, di
acquisire le conoscenze necessarie alla comprensione dei pro-
cessi di base della biologia cellulare e molecolare e di misu-
rarne le prospettive nel campo della salute umana. Per ogni
argomento, si parte da una visione di insieme e si approfon-
discono quindi diversi aspetti, basandosi su esempi recenti
della letteratura scientifica arrivando, laddove possibile, a se-
gnalare meccanismi coinvolti in alcune patologie e i possibili
sviluppi di nuove strategie terapeutiche. Questo approccio
rende il libro molto interessante per innumerevoli corsi di
Laurea, come quelli in Scienze biologiche, Biotecnologie,
Scienze farmaceutiche e Medicina, frequentati da studenti

e studentesse che sempre di piu sono interessati a capire il
coinvolgimento dei vari processi cellulari e molecolari nella
vita degli organismi in termini di fisiologia e patologia. Que-
sto libro pud accompagnare chi studia attraverso molti anni
del corso di studi e servire da riferimento per approfondite
nozioni di base nei diversi settori fondamentali della biologia
cellulare e molecolare.

Insieme a un gruppo di colleghe, tutte docenti di Biolo-
gia cellulare, Genetica molecolare e Biologia molecolare, le
prof.sse Sveva Bollini, Cecilia Bucci, Laura Moro, Valeria Poli
e Daniela Taverna, abbiamo colto questa sfida importante.
Siamo state anche aiutate nel lavoro di lettura preliminare
da giovani colleghe e colleghi, Valentina Audrito, Martina
Coco, Stefania Cucinelli, Alberto Dalmasso, Francesca Orso,
Aurora Savino e Lorena Quirico, che hanno tutti apprezzato
la ricchezza del manuale.

Dopo un intenso lavoro, il testo finale, su cui abbiamo
lavorato in squadra con la redazione, si articola in 25 capitoli
che in progressione portano dall’evoluzione degli organismi
e dalle molecole biologiche alle strutture cellulari, al loro fun-
zionamento e al loro impatto su tre campi fondamentali della
salute umana, 'immunita, le neuroscienze e il cancro. Poiché
la scienza si basa sull’attivita di ricerca in laboratorio, viene
dedicato spazio a capitoli prettamente sperimentali su come
coltivare e osservare le cellule dai tessuti o sulle principali
tecniche di genetica molecolare.

Vorrei infine sottolineare un aspetto che ritengo molto
importante di questo libro: le bellissime illustrazioni, estre-
mamente accurate, molte delle quali ricavate da immagini di
microscopia elettronica ad alta definizione. Inoltre la mag-
gior parte dei modelli delle strutture proteiche ¢ dettagliata
alivello di struttura amminoacidica per permettere di capire
a livello molecolare i singoli eventi descritti.

Siamo quindi molto contente di offrire al pubblico italiano un
nuovo testo di grande valore scientifico a livello internazio-
nale. Come disegna sapientemente la copertina, aggiungiamo
un tassello di conoscenza che possa accompagnare nel loro
percorso i nostri studenti e le nostre studentesse, e creare le
basi per sostenere le sfide del prossimo decennio nei futuri
ricercatori e ricercatrici.

Prof.ssa Paola Defilippi
Universita di Torino



Struttura del libro

In memoria di Angelika Amon,

amica, collega e autrice inestimabile,

a studenti e studentesse,

alle nostre docenti e ai nostri docenti,

da cui continuiamo a imparare,

e alle nostre famiglie,

per il sostegno, I'incoraggiamento e 'amore.

In questa nuova edizione di Biologia molecolare della cel-
Iula abbiamo introdotto molti degli straordinari progressi
scientifici che sono stati fatti negli ultimi anni nelle scienze
biomediche, guidati in parte dalla disponibilita di nuove tec-
nologie sperimentali che hanno rivoluzionato molti campi.
Le tecniche di sequenziamento rapido del DNA, unite a meto-
di efficienti per generare e studiare le mutazioni in organismi
modello e per mappare le mutazioni che causano malattie
umane, hanno permesso di comprendere le funzioni di mol-
te componenti cellulari, comprese centinaia di geni umani
coinvolti nelle malattie, tra cui, per esempio, diabete e cancro.
L’esplorazione degli sviluppi pil recenti del settore & sem-
pre una priorita nella scrittura di una nuova edizione, ma
per noi ¢ anche importante comunicare in modo chiaro le
basi della biologia cellulare, eliminando dettagli non neces-
sari e concentrando lattenzione sui concetti fondamentali.
A questo scopo, oltre a introdurre nuove scoperte e tecno-
logie, abbiamo semplificato e riorganizzato diversi capitoli
per rendere i processi e i concetti pit facili da comprendere.
Gli autori e le autrici

I nuovi contenuti
Tra le novita pitt importanti di questa edizione:

e il Capitolo 5, Meccanismi molecolari e genetici fondamen-
tali, ¢ stato migliorato nella sequenzialita degli argomen-
ti: ora inizia con struttura e replicazione del DNA, a cui
seguono riparazione e ricombinazione del DNA. Sono
state ampliate le spiegazioni sulla capacita del DNA di
trasportare le informazioni e sulla possibilita di predire gli
effetti delle mutazioni usando il codice genetico;

e il Capitolo 7, Geni, cromatina e cromosomi, € stato rinomi-
nato per dare rilievo al ruolo della cromatina nell’espres-
sione genica. Il paragrafo 7.4 approfondisce le differenze
molecolari tra eucromatina ed eterocromatina, i processi
che si attivano quando la cromatina passa da una forma
all’altra, le vie di segnalazione coinvolte e come vengono
modificate le proteine durante questi cambiamenti;

e il Capitolo 10, Struttura e organizzazione delle membra-
ne, & stato spostato in modo da precedere direttamente il
capitolo Trasporti di ioni e piccole molecole;

e il Capitolo 12, Bioenergetica e funzionamento cellulare, ¢
stato rivisto per affrontare 'energetica dal punto di vista
concettuale dell’ottimizzazione dell’output. Sono stati
introdotti nuovi contenuti sui movimenti mitocondriali
intra- e intercellulari e sui siti di contatto della membrana
(MCS, Membrane Contact Site);

e il Capitolo 19, Ciclo cellulare della cellula eucariote, si apre
con una panoramica sul ciclo cellulare, illustrando la pro-
gressione dalla fase G, alla M e poi il ritorno alla G,. Le
figure sono state riviste e ne sono state aggiunte molte, in-
troducendo nuovi esempi per far comprendere il processo,
rigido e articolato, che controlla le chinasi dipendenti da
cicline, e mostrando chiaramente come i complessi pro-
teici orchestrino tutte le fasi del ciclo cellulare;

e il Capitolo 20, Integrazione delle cellule nei tessuti, rivede
e amplia i concetti di interazione tra le cellule durante lo
sviluppo embrionale e nei tessuti adulti, anche alla luce
delle scoperte legate alle nuove tecnologie di coltivazione
degli organoidi;

e il Capitolo 21, Risposta all’ambiente extracellulare, ¢
interamente nuovo. Approfondisce molte delle vie di
segnalazione cellulari con cui le cellule rispondono ai
cambiamenti dei nutrienti presenti nell’'ambiente, come
glucosio, amminoacidi, colesterolo, ossigeno, e in che
modo reagiscono a variazioni di temperatura, al contatto
con la matrice cellulare e con le altre cellule.

L'approccio sperimentale

Punto di forza di questo progetto & 'approccio sperimentale:
tutti i contenuti sono prima illustrati dal punto di vista gene-
rale, per fornire una visione d’insieme, quindi sono appro-
fonditi i singoli aspetti, analizzando numerosi esempi dalla
letteratura scientifica. Questo favorisce una comprensione
pit solida e profonda degli argomenti e, nel contempo, per-
mette di sviluppare una mentalita e un approccio scientifico
indispensabili per comprendere la biologia cellulare.

Tra gli strumenti a disposizione, si segnalano:

° Figure sperimentali: immagini tratte da articoli
scientifici; le didascalie illustrano i risultati e li con-
testualizzano, per favorire il passaggio dalla teoria alla
pratica e per trasmettere nel contempo i metodi usati nel-

lo studio della biologia cellulare;
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e nuove scoperte e nuove metodologie: il collegamento con
la ricerca e molto forte ed evidente anche grazie all’aggior-
namento del testo, che ha integrato numerose nuove sco-
perte e approfondisce le diverse metodologie di analisi oggi
disponibili, dalle innovative tecniche di microscopia e cri-
stallografia, alle nuove frontiere delle biotecnologie, come
CRISPR/Cas9 e gli organoidi, alle analisi su singola cellula;

o gli Esperimenti classici (in formato digitale): dal sito del
libro ¢ possibile scaricare 24 approfondimenti (in ingle-
se) che descrivono e commentano altrettanti esperimenti
chiave nella storia della disciplina, elencati a p. XXVIII.

I collegamenti con la medicina

> Lo studio della biologia cellulare ha permesso progres-
[l i importanti in ambito medico, aiutando a chiarire le
basi di alcune malattie e fornendo conoscenze utili per svi-
luppare nuove strategie terapeutiche. Questi argomenti sono
ormai parte integrante dello studio della disciplina, pertanto
gli approfondimenti relativi alle connessioni con la medicina
sono numerosi lungo tutto il testo, segnalati dall’icona del
caduceo. Dal sito del libro ¢ possibile scaricare I'elenco dei
principali argomenti di interesse medico trattati nel testo,
suddivisi per capitolo.
Oltre a questi approfondimenti, data la particolare rile-
vanza e ampiezza di conoscenze oggi disponibile, il testo ap-

Struttura del libro XXVII

profondisce tre argomenti di interesse medico dedicandogli
interi capitoli:

e Capitolo 23, Cellule del sistema nervoso;
e Capitolo 24, Fondamenti molecolari dell'immunologia;
e Capitolo 25, Aspetti molecolari e cellulari del cancro.

Gli approfondimenti di biologia vegetale

F Lo sviluppo dell’agricoltura, delle scienze ambientali

e delle tecniche per la produzione alternativa dell’ener-
gia hanno dimostrato che la biologia molecolare delle pian-
te sta acquisendo un ruolo rilevante per le nostre vite. Com-
prendere la fotosintesi e come funzionano i cloroplasti e solo
Iinizio nello studio della biologia vegetale. Lungo il testo, gli
argomenti di rilievo peculiari del solo ambito vegetale sono
indicati dal logo con la foglia: tra questi, gli aspetti che ri-
guardano il rapporto tra struttura e funzione nelle piante, lo
sviluppo vegetale e le applicazioni biotecnologiche per risol-
vere i problemi dell’agricoltura e della medicina.

I Concetti chiave e il Ripasso attivo

Ogni capitolo inizia con un’introduzione generale che illustra
il contesto generale e indica quali approfondimenti saranno
affrontati nelle pagine seguenti. Al termine di ogni paragra-
fo, per favorire I'identificazione dei contenuti pit rilevanti e
aiutare a collocare le informazioni in un quadro pitt ampio,
¢ presente la rubrica Concetti chiave, una sintesi per punti
che riepiloga i contenuti pitt importante.

Al termine di ogni capitolo, per favorire lo spirito critico,
¢ presente la rubrica Ripasso attivo, contenente domande
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che invitano a ripercorrere quanto studiato applicandolo in
contesti diversi, per risolvere problemi o per imparare a fare
ipotesi sulla base dei risultati ottenuti per via sperimentale.

Le risorse digitali

A questo indirizzo sono disponibili le risorse digitali di com-
plemento al libro:

online.universita.zanichelli.it/lodish4e

Per accedere alle risorse protette € necessario registrarsi su
my.zanichelli.it e inserire il codice di attivazione personale
che si trova sul bollino argentato nella prima pagina del
libro. Nel sito del libro sono disponibili:

e numerosi video che illustrano i processi cellulari e mo-
lecolari;

gli Esperimenti classici commentati (in inglese);

le risposte alle domande del Ripasso attivo (in inglese);
la bibliografia;

Ielenco dei collegamenti con la medicina e con la biologia
vegetale.

Inoltre, dal sito ¢ possibile accedere, con un link, ai test in-
terattivi di autovalutazione sulla piattaforma ZTE. Infine,
sempre nel sito, si trovano le istruzioni per scaricare I'ebook.
Le risorse digitali protette sono disponibili per chi acqui-
sta il libro nuovo. L’accesso all’ebook e alle risorse digitali
protette & personale, non condivisibile e non cedibile, né
autonomamente né con la cessione del libro cartaceo.
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App GUARDA!

Con I'app GUARDA!! si puo accedere ai contenuti digitali
in modo immediato usando lo smartphone o il tablet.
Inquadrando I'icona presente nella prima pagina di ogni
capitolo si possono guardare i video ed eseguire i test inte-
rattivi.
L’app GUARDA! si scarica da App Store (sistemi ope-
rativi Apple) o da Google Play (sistemi operativi Android).

ESPERIMENTI CLASSICI

Disponibili in formato digitale e in inglese nel sito del libro.

® Bringing an enzyme back to life - C. B. Anfinsen and E.
Haber, 1961, Journal of Biological Chemistry »CAPITOLO 3

® Cracking the genetic code - M. W. Nirenberg and P. Leder,
1964, Science » CAPITOLO 4

e The discovery of reverse transcriptase - D. Baltimore,
1970, Nature; H. M. Temin e S. Mizutani, 1970, Nature
» CAPITOLO 4

® Proving that DNA replication is semiconservative - M. Me-
selson and W. F. Stahl, 1958, Proc. Nat’/ Sci  »CAPITOLO 4

® Unleashing the power of exponential growth - The poly-
merase chain reaction - R. K. Saiki, S. Scharf, F. Faloona,
K. B. Mullis, G. T. Horn, H. A. Erlich, N. Arnheim, 1985,
Science » CAPITOLO 5

e Demonstating sequence-specific cleavage by a restriction
enzyme - T. J. Kelly and H. O. Smith, 1970, J. Mol. Biol.
» CAPITOLO 5

® Expressing foreign genes in mice - R. L. Brinster et al.,
1981, Cell » CAPITOLO 5

® Catalysis without proteins - The discovery of self-splicing
RNA - K. Kruger et al., 1982, Cell » CAPITOLO 8

® Separating organelles - Beaufay et al., 1964, Biochem J.
» CAPITOLO 8

e Stumbling upon active transport - J. Skou, 1957, Biochem.
Biophys. Acta » CAPITOLO 11

e Following a protein out of the cell - J. Jamieson and G.
Palade, 1966, Proc. Natl. Acad. Sci. USA » CAPITOLO 14

® The infancy of signal transduction - GTP stimulation of
camp synthesis di M. Rodbell et al., 1971, J. Biol. Chem.
» CAPITOLO 15

e Sending asignal through a gas - M. T. Kahn and R. Furch-
gott, 1987, in M. J. Rand and C. Raper, eds., Pharmacolo-
gy, Elsevier Science Publisher; R. M. J. Palmer et al., 1987,
Nature, 327:524; L. J. Ignarro et al., Proc. Nat’l. Acad. Sci.
USA » CAPITOLO 15

® Looking at muscle contraction - H. Huxley and J. Hanson,
1954, Nature » CAPITOLO 17

® Racing down the axon - S. Ochs et al., 1969, Science
» CAPITOLO 18

® Bringing cells together - Nagafuchi, A, et al., 1987, Nature
» CAPITOLO 19

e Cell biology emerging from the sea: the discovery of
cyclins - T. Evans et al., 1983, Cell » CAPITOLO 20

e Hunting down genes involved in cell death - H. M. Ellis
and H. R. Horvitz, 1986, Cell » CAPITOLO 21

® Using lethal mutations to study development - C. NUss-
lein-Volhard and E. Wieschaus, 1980, Nature »CAPITOLO 22

® Two genes become one: somatic rearrangement of im-
munoglobulin genes - N. Hozumi and S. Tonegawa, 1976,
Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA » CAPITOLO 23

e Studying the transformation of cells by dna tumor vi-
ruses - Sambrook et al., 1968, Proc. Nat’l. Acad. Sci. USA
» CAPITOLO 24
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Indice delle connessioni con
la medicina e la biologia vegetale

" Le connessioni con la medicina sono identificate
{B ¢! testo dailicona del caduceo.

CAPITOLO 2

e I diversi stereoisomeri di piccole molecole usati come
farmaci hanno effetti diversi.

e Il colesterolo ¢ idrofobo e deve essere trasportato dalle
lipoproteine LDL e HDL.

e Gli amminoacidi essenziali devono essere forniti con I’ali-
mentazione.

e Grassi saturi, insaturi e trans: struttura molecolare e con-
seguenze per la nutrizione.

CAPITOLO 3

e Ripiegamento scorretto delle proteine e amiloidi nelle
malattie neurodegenerative, come Alzheimer e Parkinson.

e Le piccole molecole che inibiscono lattivita enzimatica
possono essere usate come farmaci (aspirina) e come armi
chimiche (gas sarin).

e Le piccole molecole che inibiscono il proteasoma sono
usate nella cura di certi tipi di tumori.

e Ilnon funzionamento di GTPasi, GAP, GEF e GDI dovuto
alla mutagenesi o all’attivita di patogeni puo determinare
I'insorgenza di un’ampia varieta di patologie.

CAPITOLO 4

e Lastampa 3D permette di ottenere organi sostitutivi.
e Gli anticorpi monoclonali possono essere usati in medi-
cina per la diagnosi e la terapia.

CAPITOLO 5

e Le mutazioni in geni codificanti proteine che riparano gli
allineamenti scorretti nel DNA conducono al cancro non
poliposico del colon-retto.

e Le proteine del sistema di riparazione per escissione dei
nucleotidi sono state identificate studiando lo xeroderma
pigmentoso.

e Lesstrutture ad alta risoluzione dei ribosomi vengono usa-
te per progettare nuovi antibiotici.

CAPITOLO 6

e Lapresenza di un allele per 'anemia falciforme ¢ un esem-
pio in cui, a seconda del fenotipo che si osserva, si puo
avere un comportamento dominante e recessivo.

e Imicroarray a DNA possono essere utili per la diagnostica
medica.

e Le tecniche del DNA ricombinante sono usate per pro-
durre grandi quantita di proteine utili per la terapia, come
linsulina e il fattore di crerscita G-CSF.

CAPITOLO 7

e Le ripetizioni presenti nei microsatelliti tendo a espan-
dersi e possono causare malattie neuromuscolari, come
quella di Huntington e la distrofia miotonica.

o Gli elementi trasponibili L1 possono causare malattie ge-
netiche se si inseriscono in determinati punti del genoma.

e Il riassortimento degli esoni puo determinare resistenza
agli antibiotici, un problema sempre pill importante negli
ospedali.

o Latelomerasi ¢ attivata in modo anomalo in molti tumori.

CAPITOLO 8

e Le subunita di TFITH sono state inizialmente identifica-
te studiando le mutazioni che determinano un’anomalia
nella riparazione del DNA associate al fenomeno dello
stallo del’RNA polimerasi II.

o Il genoma del’HIV codifica la proteina Tat, la quale ini-
bisce la terminazione della trascrizione.

CAPITOLO 9

e Gli oligonucleotidi sintetici sono usati nel trattamento
della distrofia muscolare di Duchenne.

e Le mutazioni negli enhancer dello splicing possono causa-
re lo skipping esonico, come si osserva nell’atrofia spinale
muscolare.

o Le sindromi mielodisplastiche sono un gruppo di malattie
del sangue caratterizzate dalla produzione non controllata
di mielociti anomali; in queste malattie sono state iden-
tificate delle mutazioni che cambiano la funzione della
proteina nei geni codificanti i fattori di splicing.

e La talassemia é prevalentemente dovuta a mutazioni nei
siti di splicing del gene della globina, che pur alterando lo
splicing, non impediscono I'associazione del pre-mRNA
con le snRNP.

CAPITOLO 10

e [ tipi sanguigni ABO si distinguono in base ai carboidrati
legati alle glicoproteine sulla superficie degli eritrociti.

e L’aterosclerosi, dovuta all’accumulo di colesterolo, altri
lipidi e varie sostanze biologiche nelle arterie, & respon-
sabile della maggior parte di morti dovute a malattie car-
diovascolari negli Stati Uniti.




CAPITOLO 11

CAPITOLO 15

I livelli di acquaporina 2 controllano la velocita di riassor-
bimento dell’acqua dalle urine prodotte dai reni.

Alcune forme di fibrosi cistica sono trattate con piccole
molecole che permettono alla proteina mutata di essere
veicolata correttamente sulla superficie cellulare.

Vari inibitori del simporto Na*/glucosio GLS3 sono in
fase di sviluppo o sono approvati per la terapia del dia-
bete di tipo II; gli antidepressivi e altre sostanze terapeu-
tiche, come le sostanze d’abuso, agiscono sui simporti
alimentati dal gradiente del Na*, i quali sono coinvolti
nel riassorbimento e nel ricircolo dei neurotrasmettitori.
I farmaci che inibiscono 'Na*/K* ATPasi nel muscolo car-
diaco sono usati nella terapia dell’insufficienza cardiaca
congestizia.

La terapia di reidratazione ¢ un mezzo semplice ma effica-
ce per il trattamento del colera e di altre malattie causate
da patogeni intestinali.

Le mutazioni in CIC-7, codificante un canale del cloro,
determinano le anomalie nel riassorbimento osseo tipiche
dell’osteopetrosi ereditaria.

CAPITOLO 12

La suscettibilita dei ribosomi mitocondriali agli antibio-
tici della classe degli amminoglicosidi, compreso il clo-
ramfenicolo, puo essere causa di tossicita nelle persone
in terapia.

Le mutazioni e le ampie delezioni del genoma mitocon-
driale possono essere la causa di alcune malattie, come
la neuropatia ottica ereditaria di Leber e la sindrome di
Kearns-Sayre.

Le mutazioni nei due geni che codificano le proteine
PINKI1 e Parkin sono responsabili dell'insorgenza precoce
della malattia di Parkinson.

Il cianuro ¢ tossico perché blocca la produzione di ATP
nei mitocondri.

Le specie reattive dell’ossigeno sono prodotti secondari
del trasporto di elettroni e possono danneggiare le cellule.
L’attivita dell’antiporto ATP/ADP ¢ stata studiata per la
prima volta oltre 2000 anni fa attraverso lo studio degli
effetti di erbe velenose.

CAPITOLO 13

Una forma ereditaria di enfisema ¢ determinata dall’av-
volgimento non corretto delle proteine nel reticolo en-
doplasmatico.

Le mutazioni autosomiche recessive che causano errori
nell’assemblaggio dei perossisomi possono condurre a
gravi difetti dello sviluppo, spesso associati con anoma-
lie craniofaciali come quelle associate alla sindrome di
Zellweger.

CAPITOLO 14

Alcuni casi di fibrosi cistica sono causati da mutazioni
nelle proteine CFTR che impediscono il trasferimento del
canale del cloro dal reticolo endoplasmatico alla superficie
cellulare.

Lo studio delle malattie da accumulo lisosomiale ha per-
messo di identificare i fattori chiave della via di smista-
mento dei lisosomi.

L’ipercolesterolemia ereditaria familiare puo essere do-
vuta a varie mutazioni nel gene LDLR.

L’EGF stimola la proliferazione di molti tipi di cellule epi-
teliali; in circa il 25% del cancro alla mammella, le cellule
tumorali hanno un livello molto elevato di uno specifico
tipo di recettore per 'EGF, chiamato HER2.

L’agonista isoproterenolo lega saldamente i recettori che
rispondono all’adrenalina nelle cellule della muscolatura
liscia bronchiale e sono utili per il trattamento dell’asma
bronchiale, della bronchite cronica e dell’enfisema.
Alcune tossine batteriche, come quelle di Bordetella per-
tussis, Vibrio cholerae e di certi ceppi di E. coli, modificano
una proteina G nelle cellule intestinali, determinando un
aumento del cAMP intracellulare e la conseguente perdita
di elettroliti e fluidi.

Nel 2017 ’'FDA ha approvato negli Stati Uniti la prima
terapia genetica umana in vivo per curare la cecita dovuta
al malfunzionamento dell’enzima RPE65.

CAPITOLO 16

Gli anticorpi monoclonali che inibiscono HER2, e quindi
bloccano la via di segnalazione del’EGF, sono utili per
trattare i tumori che iperesprimono HER2.

Le proteine Ras mutanti che legano ma non idrolizzano
il GTP, rimanendo quindi bloccate in uno stato di attiva-
zione costitutiva, contribuiscono all’oncogenesi.

Gli inibitori di Raf con maggior affinita e pit1 selettivi sono
in fase di test clinico per la cura del melanoma dovuto a
mutazioni che colpiscono la funzione di Raf.

La delezione del gene PTEN in molti tipi di cancro in
fase avanzata determina I'assenza della proteina PTEN,
contribuendo alla crescita cellulare incontrollata.

I fattori di crescita Epo e G-CSF sono usati per potenziare
le cellule del sangue in caso di malattie renali e durante
alcune terapie antitumorali che alterano 'ematopoiesi nel
midollo osseo.

Molti casi di grave di immunodeficienza grave combina-
ta (SCID) sono dovuti alla mancanza della catena y del
recettore per I'IL2 e possono essere trattati con la terapia
genica.

Molti tumori hanno mutazioni inattivanti nei geni dei
recettori del TGFp e delle proteine Smad e la loro proli-
ferazione cellulare non ¢ inibita dal TGFp.

Alti livelli di B-catenina, dovuti a iperattivazione della via
di segnalazione di Wnt, sono associati con I'attivazione
di geni che promuovono la divisione cellulare in molte
forme tumorali.

Un aumento di attivita delle proteine ADAM pud pro-
muovere lo sviluppo tumorale e le malattie cardiache.

CAPITOLO 17

L’anemia sferocitica ereditaria puo essere causata da
mutazioni che alterano le proteine spectrina, banda 4.1
e ankirina.

Nella distrofia muscolare di Duchenne sono presenti ano-
malie nella proteina distrofina che causano un indeboli-
mento progressivo del muscolo scheletrico.

Le cardiomiopatie ipertrofiche derivano da molte mu-
tazioni nelle proteine che compongono il macchinario
contrattile cardiaco.



Gli esami del sangue che misurano la quantita di tropo-
nine cardiache sono usati per determinare la gravita di
un infarto cardiaco.

CAPITOLO 18

Alcuni farmaci, come la colchicina, legano i dimeri di
tubulina e ne impediscono la polimerizzazione in micro-
tubuli, mentre altri medicinali, tra cui il taxolo, legano i
microtubuli evitando che depolimerizzino.

Le anomalie nella proteina LIS1 causano la lissencefalia
di Miller-Dieker nelle prime fasi di sviluppo del cervello
e malformazioni.

Alcune patologie, come la malattia ADPKD e la sindrome
di Bardet-Biedl, sono state ricondotte ad anomalie delle
ciglia primarie e del trasporto intraflagellare.

I filamenti di cheratina sono importanti per mantenere
Pintegrita strutturale del tessuto epiteliale, in quanto rin-
forzano meccanicamente la connessione tra cellule.

Le mutazioni nel gene umano per la lamina A causa
un’ampia varieta di malattie chiamate laminopatie.

CAPITOLO 19

Nelle coesinopatie, le mutazioni nelle subunita o nei fatto-
ri di coesione alterano I'espressione di geni fondamentali
per lo sviluppo embrionale, determinando malformazioni
e disabilita intellettive.

L’aneuploidia conduce ad alterazioni nella regolazione dei
geni e puo contribuire allo sviluppo del cancro.

Gli oociti aneuploidi sono causati perlopiu da alterazio-
ni della segregazione anomala nella meiosi I o dalla non
disgiunzione, e possono determinare aborti spontanei o
sindrome di Down.

CAPITOLO 20

La proteina CDHR3 consente il legame dei rinovirus di
classe C alle cellule epiteliali delle vie aeree, permettendo
quindi I'ingresso nella cellula e la replicazione, in seguito
a cui si sviluppano malattie respiratorie e si puo esacer-
bare I'asma.

La caderina desmogleina ¢ il bersaglio principale degli au-
toanticorpi nel pemfigo volgare, una malattia della pelle.
Alcuni patogeni, come i virus dell’epatite C e il batterio
intestinale Vibrio cholerae, sono in grado di sfruttare le
molecole delle giunzioni strette.

Le mutazioni nei geni della connessina possono determi-
nare molte malattie diverse.

Le anomalie della membrana basale dei glomeruli renali
possono condurre a insufficienza renale.

Nelle cellule prive di ascorbato, la catena pro-a del colla-
gene non ¢ idrossilata a sufficienza per formare le strutture
di supporto necessarie per avere vasi sanguigni, tendini e
pelle funzionali; cio determina I'insorgenza dello scorbuto.
Le mutazioni che alterano il collagene di tipo I e le pro-
teine associate possono essere la causa di molte malattie,
tra cui l'osteogenesi imperfetta.

Un’ampia varieta di malattie, che spesso sono caratterizza-
te da anomalie dello scheletro e cardiovascolari (per esem-
pio, la sindrome di Marfan), sono dovute a mutazioni nei
geni che codificano proteine strutturale che compongono
le fibre elastiche o in proteine che contribuiscono al loro
corretto assemblaggio.

Le connessioni tra la matrice extracellulare e il citosche-
letro sono alterate nella distrofia muscolare.

Le alterazioni nella capacita di adesione dei leucociti
possono essere dovute ad anomalie genetiche che deter-
minano 'incapacita dei globuli bianchi di contrastare le
infezioni, aumentando la suscettibilita a infezioni batte-
riche ricorrenti.

CAPITOLO 21

Il diabete mellito ¢ caratterizzato da alterazioni nella re-
golazione del glucosio ematico, che possono portare a
complicazioni gravi se non vengono trattate.

I geni che codificano i componenti della via di mTORC1
sono mutati in molti tumori; gli inibitori di mTor in com-
binazione con altre terapie possono sopprimere la crescita
tumorale.

Nei tumori renali con una mutazione nel gene VHL, la
perdita dell’attivita della proteina corrispondente conduce
a un aumento dell’espressione dei geni bersaglio di Hif-1a,
compreso VEGF.

L’importanza dei ritmi circadiani spazia dalle colture cel-
lulari tissutali a malattie come I’Alzheimer e 'autismo.

CAPITOLO 22

Dato che le cellule iPS possono essere derivate da cellule
somatiche di persone con malattie difficili da studiare,
sono diventate uno strumento di incalcolabile valore per
comprendere le basi molecolari e cellulari di molte malat-
tie, compresa la sclerosi laterale amiotrofica.

Le cellule staminali presenti nel midollo osseo trapiantato
possono produrre tutte le cellule del sangue, per questo
motivo questo tipo di trapianto € una terapia molto effi-
cace per le persone che hanno determinate malattie del
sangue e per quelle con tumori che sono state sottoposte
a radioterapia o chemioterapia.

CAPITOLO 23

La malattie dei canali, comprese alcune forme di epiles-
sia, sono causate da mutazioni nei geni che codificano i
canali ionici.

L’anestetico lidocaina, per uso topico, agisce legando i
residui amminoacidi dei canali del sodio operati dal vol-
taggio e mantenendoli aperti ma occlusi.

La causa della sclerosi multipla non & ancora nota, ma
sembra che siano coinvolte sia la produzione di autoanti-
corpi che reagiscono con la proteina basica della mielina,
sia la secrezione di proteasi che distruggono le proteine
della mielina.

La mielina periferica ¢ danneggiata in alcune malattie au-
toimmunitarie, nella maggior parte delle quali si formano
anticorpi contro P,,.

Il ruolo chiave di VAMP nell’esocitosi dei neurotrasmet-
titori puo essere osservato nel meccanismo di azione della
tossina botulinica.

I trasportatori dei neurotrasmettitori sono il bersaglio
di molte sostanze d’abuso (per esempio, la cocaina) ma
anche di molti farmaci usati comunemente in psichiatria
(per esempio, i farmaci SSRI).

I recettori nicotinici dell’acetilcolina sintetizzati nei neu-
roni cerebrali sono importanti per 'apprendimento e la
memoria; si osserva una loro riduzione di numero nella



schizofrenia, nell’epilessia, nella dipendenza dalle droghe
e nella malattia di Alzheimer.

e La capacita di identificare certi odori varia molto tra le
persone.

e La traslazione sinaptica di molecole di mRNA ¢ impor-
tante per la formazione dei circuiti neuronali e per la loro
plasticita legata all’esperienza; le alterazioni di questo pro-
cesso determinano malattie dello sviluppo neuronale e
disturbi cognitivi.

CAPITOLO 24

e Le persone in cui il gene RAG ha una funzione alterata
non producono linfociti B e sviluppano una grave im-
munodeficienza.

e La ciclosporina, un farmaco immunosoppressivo, inibi-
sce lattivita della calcineurina attraverso la formazione
di complessi ciclosporina-ciclofillina, permettono cosi di
effettuare trapianti tissutali allogenici senza rigetto.

e Ivaccini stimolano 'immunita protettiva verso molti tipi
diversi di patogeni.

e Ilsistema immunitario ha anche una funzione antitumo-
rale.

CAPITOLO 25

e L’aumento delle conoscenze dei meccanismi molecolari
cellulari dei tumori sta rivoluzionando il modo con cui
vengono diagnosticati e curati i tumori.

F Le connessioni con la biologia vegetale sono
identificate nel testo dall’icona della foglia.

CAPITOLO 11

e Le piante vascolari hanno pareti rigide e usano il turgore
per mantenere la forma e crescere.

e Sono state prodotte piante transgeniche in grado di ipere-
sprimere I'antiporto vacuolare Na*/H?*, che pertanto sono
in grado di crescere anche in suoli con alte concentrazioni
saline.

CAPITOLO 12

e La trasformazione dei cloroplasti ha portato a produrre
piante ingegnerizzate che sono resistenti alle infezioni
nonché piante che possono essere utilizzate per produrre
farmaci.

CAPITOLO 17

e Nelle alghe verdi giganti, come la nitella, il citosol fluisce
rapidamente grazie all’azione della miosina V.

CAPITOLO 18

e Laformazione del fuso e la citochinesi hanno caratteristi-
che peculiari nelle piante.

CAPITOLO 20

e La venere acchiappamosche € un esempio di meccano-
sensazione macroscopica nelle piante.

e Un gruppo di enzimi che demoliscono e rimodellano la
parete cellulare attraverso la degradazione della pectina ha
un ruolo chiave nel determinare la velocita e I'estensione
della maturazione della frutta.

CAPITOLO 22

e Nelle piante, i meristemi contengono cellule staminali.

e Un circuito a feedback negativo regola la dimensione della
popolazione cellulare staminale del germoglio apicale.

o Il meristema radicale ha tratti in comune con il meriste-
ma del germoglio per quanto riguarda la struttura e la
funzione.




Trasporto di proteine
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Ricostruzione tridimensionale delle membrane interne di una cellula di lievito generata utilizzando il
microscopio elettronico a scansione. La parete cellulare ¢ stata rimossa e gli organuli sono evidenziati
con falsi colori per rivelare il reticolo endoplasmatico (in giallo), i mitocondri (in rosso) e il nucleo (in
azzurro). Il diametro cellulare & di 3,5 um. [Fonte: D. Wei et al., 2012, High-Resolution Three-Dimen-
sional Reconstruction of a Whole Yeast Cell Using Focused-lon Beam Scanning Electron Microscopy,

Biotechniques 53(1):41-48.]

Una tipica cellula di mammifero contiene pit di 10000 di-
versi tipi di proteine, una di lievito circa 5000. La maggior
parte di queste proteine ¢é sintetizzata dai ribosomi citosolici
e, sebbene molte rimangano all’interno del citosol, almeno
la meta dei diversi tipi di proteine prodotte in una tipica
cellula ¢ trasportata a uno dei vari compartimenti delimitati
da membrana. Per esempio, molti recettori proteici e traspor-
tatori devono essere recapitati alla membrana plasmatica,
gli enzimi digestivi e le molecole polipeptidiche di segnale
devono essere mandati verso la superficie cellulare per essere
secreti e gli enzimi come le RNA e DNA polimerasi devono
essere indirizzati al nucleo. Queste e tutte le altre proteine
prodotte da una cellula devono raggiungere la loro corretta
destinazione affinché la cellula funzioni in modo adeguato.

1l recapito delle proteine neosintetizzate alle loro oppor-
tune destinazioni nella cellula, di solito indicato come indi-
rizzamento o smistamento delle proteine, comprende due tipi
di processi molto diversi: I'indirizzamento basato su segnali
per i vari organuli e il traffico vescicolare nella via secretoria.
Il primo tipo riguarda I'indirizzamento di una proteina neo-

sintetizzata dal citoplasma a un organulo intracellulare e puo
avvenire durante la traduzione o subito dopo la sintesi protei-
ca. Per le proteine di membrana, I'indirizzamento determina
I'inserimento della proteina nel doppio strato fosfolipidico,
mentre per le proteine idrosolubili porta alla traslocazione
dell'intera proteina attraverso la membrana fino all’interno
acquoso dell’organulo. Attraverso questo processo genera-
le, le proteine sono indirizzate al reticolo endoplasmatico
(RE), ai mitocondri, ai cloroplasti, ai perossisomi e al nucleo
(Figura 13.1).

Il secondo processo generale di smistamento ¢ noto come
via secretoria e riguarda il trasporto delle proteine dall’'RE
alla loro destinazione finale attraverso vescicole delimitate da
membrana. Per molte proteine, comprese quelle che costitui-
scono la matrice extracellulare, la destinazione finale ¢ I'ester-
no della cellula; anche le proteine integrali di membrana sono
trasportate al complesso di Golgi, ai lisosomi e alla membrana
plasmatica tramite questo processo. La via secretoria inizia
nell'RE; tutte le proteine che devono entrare nella via secre-
toria sono quindi inizialmente indirizzate a questo organulo.
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L’indirizzamento all'RE coinvolge generalmente le proteine
nascenti che sono ancora in fase di sintesi da parte dei ribo-
somi. Le proteine appena sintetizzate sono quindi estruse dal
ribosoma direttamente nella membrana dell'RE. Una volta
traslocate attraverso la membrana dell'RE, le proteine sono
assemblate nella loro conformazione nativa da catalizzatori
del ripiegamento proteico presenti nel lume dell'RE. Infat-
ti, 'RE ¢ il luogo dove circa un terzo delle proteine in una
tipica cellula si ripiega nella conformazione nativa e molte
delle proteine residenti nell'RE contribuiscono direttamente
o indirettamente al processo di ripiegamento. Come parte
del processo di ripiegamento, le proteine subiscono anche
delle modifiche post-traduzionali specifiche nel'RE. Tutti
questi processi sono controllati attentamente e solo dopo
che il ripiegamento e 'assemblaggio sono stati completati le
proteine possono essere trasportate fuori dall'RE verso altri
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organuli lungo la via secretoria. Le proteine le cui destinazio-
ni finali sono i lisosomi, la membrana plasmatica o 'esterno
della cellula sono trasportate lungo la via secretoria grazie
all’azione di piccole vescicole che gemmano dalla membrana
di un organulo e poi si fondono con la membrana di un altro
(Figura 13.1, riquadro ombreggiato e Figura 14.1). Descrive-
remo lo smistamento delle proteine mediato dalle vescicole
nel Capitolo 14, perché dal punto di vista meccanicistico &
significativamente diverso dallo smistamento delle proteine
non basato su vescicole ai diversi organuli intracellulari.

In questo capitolo esamineremo come le proteine sono
indirizzate a cinque organuli intracellulari: I'RE, i mitocon-
dri, i cloroplasti, i perossisomi e il nucleo. Inizialmente, due
caratteristiche del processo di smistamento delle proteine
suscitarono delle perplessita: come una data proteina potes-
se essere diretta esclusivamente verso una singola specifica

Membrana
nucleare esterna
mRNA Ribosomi Membrana Nucleo
nucleare interna
Poro
nucleare
mRNA
Indirizzamento
basato su segnali
Sequenza segnale
per I'RE
. Membrana
Proteina .
citosolica s i Matrice
. . uenza di .
Reticolo endoplasmatico in%?ri(zazarilento Perossisoma
ruvido
Spazio
intermembrana
Membrana esterna Membrana
. interna
Matrice Stroma Tilacoidi
Membrana
interna Mitocondrio
Complesso
di Golgi .
g Traffico Membrana
vescicolare esterna
Cloroplasto
Membra'na Lisosoma
plasmatica

Figura 13.1 Visione d‘insieme delle principali vie di smista-
mento delle proteine negli eucarioti. Tutti gli mRNA codificati
nel nucleo sono tradotti sui ribosomi citosolici @, ma le protei-
ne possono essere dirette a differenti destinazioni intracellulari in
accordo con i segnali di indirizzamento presenti all'interno della
sequenza polipeptidica. A sinistra (via secretoria): i ribosomi che
sintetizzano le proteine nascenti nella via secretoria sono diretti
verso il reticolo endoplasmatico (RE) ruvido da una sequenza di
indirizzamento all'RE (in rosa, @). Dopo che la traduzione & stata
completata a livello dell’'RE, queste proteine si possono spostare
attraverso vescicole di trasporto al complesso di Golgi e poi alla
membrana plasmatica o ai lisosomi. | processi alla base della via
secretoria che coinvolgono le vescicole (riquadro ombreggiato) sa-

ranno trattati nel Capitolo 14. A destra (indirizzamento basato su
segnali): dopo la sintesi le proteine che sono prive di una sequenza
di indirizzamento sono rilasciate nel citosol e vi rimangono €.
Invece, le proteine con una sequenza di indirizzamento specifica
per un organulo (in rosa) inizialmente sono rilasciate nel citosol ma
successivamente sono importate nei mitocondri, nei cloroplasti,
nei perossisomi o nel nucleo @-@. Le proteine destinate ai mito-
condri e ai cloroplasti passano di norma attraverso la membrana
esterna e interna per entrare, rispettivamente, nella matrice o nello
stroma. Altre proteine sono indirizzate verso sottocompartimenti
di questi organuli attraverso tappe di smistamento supplementa-
ri. Le proteine nucleari entrano ed escono attraverso pori visibili
sull'involucro nucleare.
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membrana e come molecole proteiche idrofile relativamente
grandi potessero essere traslocate attraverso una membra-
na idrofoba senza danneggiare il doppio strato lipidico che
funge da barriera agli ioni e alle piccole molecole. Usando
una combinazione di metodi di purificazione biochimica e
screening genetici per identificare mutanti incapaci di esegui-
re particolari tappe della traslocazione, nei laboratori di bio-
logia molecolare sono stati identificati molti dei componenti
cellulari richiesti per la traslocazione attraverso ognuna delle
diverse membrane intracellulari. Inoltre, molti dei principali
processi di traslocazione nella cellula sono stati ricostruiti
usando componenti proteici purificati incorporati in doppi
strati lipidici artificiali, usando sistemi in vitro che possono
essere manipolati sperimentalmente.

Questi studi hanno dimostrato che, nonostante alcune
variazioni, lo smistamento delle proteine a tutti i vari or-
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ganuli intracellulari ¢ governato dagli stessi meccanismi di
base. Come mostrato nella Tabella 13.1, il meccanismo di
indirizzamento ai cinque organuli considerati in questo ca-
pitolo puo essere descritto da quattro elementi fondamentali.
(1) Linformazione per indirizzare una proteina a un parti-
colare organulo ¢ presente nella sequenza amminoacidica
della proteina stessa, di norma all’interno di una sequenza
di 20 amminoacidi, chiamata genericamente sequenza di
indirizzamento, anche detta sequenza segnale o peptide se-
gnale. Queste sequenze di indirizzamento sono normalmente
localizzate all’estremita N-terminale di una proteina e sono
quindi la prima parte della proteina a essere sintetizzata.
Piu raramente, le sequenze di indirizzamento sono localiz-
zate all’estremita C-terminale o all'interno della sequenza
proteica. (2) Ogni organulo possiede una serie di recettori
proteici che si legano (direttamente o indirettamente) solo

Tabella 13.1 Sequenze segnale che indirizzano le proteine dal citosol agli organuli.

Reticolo
endoplasmatico
(lume)

Mitocondrio*
(matrice)

Cloroplasto*
(stroma)

Perossisoma
(matrice)

Nucleo
(nucleoplasma)

6-12 amminoacidi
idrofobi, spesso
preceduti da uno o
pit amminoacidi basici
(Arg, Lys) all'estremita
N-terminale

Un’elica anfipatica
all'estremita N-terminale
di 20-50 residui
amminoacidici con Arg
e Lys su un lato e residui
idrofobi sull'altro

All’'estremita N-terminale
ma senza motivi comuni;
generalmente sequenze
ricche in Ser, Thr e
piccoli residui idrofobi e
povere in Glu e Asp

Segnale PTS1 (Ser-
Lys-Leu) all’estremita
C-terminale; segnale
PTS2 all'estremita
N-terminale

Sequenze NLS che
possono funzionare in
qualsiasi sito all'interno
della sequenza proteica;
un motivo comune
include un breve
segmento ricco in residui
di Arg e Lys

SRP (complesso
ribonucleoproteico
associato al ribosoma) e
recettore per SRP nella
membrana dell’RE; SRP e
il recettore per SRP sono
GTPasi

Recettori per
I'importazione
Tom20/22 presenti
nella membrana
mitocondriale esterna

Toc159 e Toc34, GTPasi
nella membrana esterna

Pex5, che passa
ciclicamente tra
il citoplasma e la
membrana del
perossisoma

Recettori per il trasporto
nucleare che si spostano
dal citoplasma all'interno
del nucleo e viceversa

Complesso Sec61; le
proteine traslocano nella
forma non ripiegata, il
canale rimane chiuso a
piccole molecole

Canali composti da
Tom40 nella membrana
esterna e Tim23/17 nella
membrana interna

Canali composti da
Toc75 nella membrana
esterna e Tic20 nella
membrana interna

Complesso formato da
Pex5 e dalla proteina

di membrana del
perossisoma Pex14; le
proteine cargo possono
essere trasportate nella
forma ripiegata

Canale centrale del
complesso del poro
nucleare che contiene
una matrice simile a gel
composta da proteine
con ripetizioni FG;
proteine e RNA possono
attraversare nella forma
ripiegata quando legate
a un recettore nucleare
per il trasporto

Allungamento della
traduzione alimentato
dall'idrolisi di GTP

Idrolisi di ATP da parte di
Hsp70 nella matrice

Idrolisi di ATP da parte di
Hsp70 nello stroma

Idrolisi di ATP accoppiata
all’ubiquitinazione e

alla deubiquitinazione

di Pex5

Idrolisi di GTP accoppiata
al ciclo della GTPasi Ran
che entra ed esce dal
nucleo

* |'indirizzamento a sottocompartimenti del mitocondrio (come la membrana interna) e del cloroplasto (come il tilacoide) richiede sequenze di
indirizzamento, recettori e canali di traslocazione addizionali come spiegato in questo capitolo.
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PTS2. Queste proteine silegano a un recettore proteico cito-
solico diverso ma per il resto la loro importazione si ritiene
avvenga tramite lo stesso meccanismo utilizzato dalle pro-
teine dotate della sequenza PTS1.

Le proteine della membrana
e della matrice perossisomiale sono
incorporate attraverso vie differenti

Mutazioni autosomiche recessive che causano un as-

semblaggio difettoso dei perossisomi si verificano
spontaneamente nella popolazione umana. Queste mutazio-
ni possono portare a gravi anomalie dello sviluppo spesso
associate a malformazioni craniofacciali. Nella sindrome di
Zellweger e in altre malattie simili, per esempio, il trasporto
di molte o di tutte le proteine nella matrice perossisomiale
risulta compromesso: gli enzimi perossisomiali neosintetiz-
zati rimangono nel citosol e alla fine sono degradati. Studi

Cellule marcate
per la catalasi

Cellule marcate
per PMP70

Catalasi PMP70

Perossisoma

a. Cellule wild type

b. Cellule mutanti in Pex12
(difettive nell'importazione di proteine nella matrice)

c. Cellule mutanti in Pex3
(difettive nella biogenesi della membrana)

Figura sperimentale 13.31 Studi rivelano vie differenti

per I'importazione delle proteine nella membrana e
nella matrice dei perossisomi. Le cellule sono state colorate con
anticorpi fluorescenti per PMP70, una proteina della membrana
perossisomiale, o per la catalasi, una proteina della matrice peros-
sisomiale, e quindi osservate con un microscopio a fluorescenza.
(@) Nelle cellule wild type, sia la proteina della membrana perossi-
somiale sia quella della matrice sono visibili come punti luminosi in
numerosi corpi perossisomiali. (b) Nelle cellule senza Pex12, PMP70
¢ localizzata normalmente nei corpi perossisomiali mentre la cata-
lasi non & importata nei perossisomi ed & invece distribuita unifor-
memente per tutto il citosol, mentre (c) nelle cellule carenti di Pex3
le membrane perossisomiali non si possono assemblare e, non for-
mandosi i corpi perossisomiali, sia la catalasi sia PM70 sono errone-
amente localizzate nel citosol. [Stephen Gould, Johns Hopkins Uni-
versity School of Medicine.]
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genetici condotti su cellule in coltura provenienti da diverse
persone con la sindrome di Zellweger e su cellule di lievito
con mutazioni simili hanno consentito di identificare piu di
20 geni richiesti per la biogenesi dei perossisomi. m

Studi con mutanti dell’assemblaggio dei perossisomi
hanno mostrato che per 'importazione di proteine nel-
la matrice perossisomiale e per I'inserimento di proteine
nella membrana perossisomiale sono utilizzate vie diverse
(Figura sperimentale 13.31). Per esempio, I'analisi delle
cellule di alcune persone con la sindrome di Zellweger ha
permesso di identificare il gene codificante Pex5 cosi come
molti dei geni Pex che servono per il riciclo di Pex5. Cellule
mutanti che presentano difetti in una qualsiasi di queste
proteine non possono incorporare le proteine della matri-
ce nei perossisomi; nonostante cio, le cellule contengono
perossisomi vuoti che hanno una normale dotazione di
proteine perossisomiali nella loro membrana (Figura spe-
rimentale 13.31b). E stato scoperto che mutazioni in altri tre
geni bloccano I'inserimento delle proteine nella membrana
perossisomiale come pure I'importazione delle proteine
nella matrice (Figura sperimentale 13.31c). Queste scoper-
te dimostrano che un gruppo di proteine ha la funzione di
traslocare le proteine solubili nella matrice perossisomiale,
ma per I'inserimento delle proteine nella membrana peros-
sisomiale sono richieste proteine diverse. Questa condizione
¢ molto diversa da quella osservata nell'RE, nei mitocondri
e nei cloroplasti, le cui proteine di membrana e proteine
solubili condividono molti degli stessi componenti per la
loro importazione in questi organuli.

Lo smistamento delle proteine
perossisomiali

® Tutte le proteine perossisomiali luminali sono sintetiz-
zate sui ribosomi liberi nel citosol e incorporate negli
organuli dopo la traduzione.

® La maggior parte delle proteine della matrice perossi-
somiale contiene una sequenza di indirizzamento C-ter-
minale conosciuta come PTS1; alcune invece hanno una
sequenza di indirizzamento N-terminale chiamata PTS2.
Nessuna di queste sequenze di indirizzamento € rimossa
dopo l'importazione.

® Tutte le proteine destinate alla matrice dei perossisomi
si legano a un trasportatore proteico citosolico, Pex5
per le proteine che hanno la sequenza di indirizzamen-
to PTS1, e poi sono trasportate all’apparato comune
di traslocazione sulla membrana perossisomiale (Fi-
gura 13.30).

® Latraslocazione delle proteine della matrice attraverso
la membrana del perossisoma dipende dall’idrolisi di
ATP, che e accoppiata al riciclo di Pex5 dalla membrana
del perossisoma al citosol.

® Al contrario di quello che succede per le proteine im-
portate nell’RE, nei mitocondri o nei cloroplasti, molte
proteine della matrice del perossisoma si ripiegano nel
citosol e attraversano la membrana in una conforma-
zione ripiegata.

® Le proteine destinate alla membrana perossisomiale
contengono sequenze di indirizzamento diverse dalle
proteine della matrice perossisomiale e sono importate
attraverso una via differente.
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13.6

Il nucleo ¢ separato dal citoplasma da due membrane che
formano l'involucro nucleare (Figura 1.13a). L’involucro
nucleare & continuo con I'RE di cui ne forma una parte. Il
trasporto delle proteine dal citoplasma all'interno del nucleo
e il trasferimento delle macromolecole, compresi gli mRNA,
i tRNA e le subunita ribosomiali, fuori dal nucleo avviene
attraverso i pori nucleari, che attraversano entrambe le mem-
brane dell'involucro nucleare.

L’importazione di proteine nel nucleo possiede alcune
caratteristiche fondamentali in comune con I'importazione
di proteine in altri organuli. Per esempio, le proteine nucleari
importate possiedono specifiche sequenze di indirizzamento
note come segnale di localizzazione nucleare, o NLS (Nuclear
Localization Signal). Tuttavia, le proteine sono trasferite nel
nucleo in uno stato ripiegato e quindi 'importazione nuclea-
re ¢ fondamentalmente diversa dalla traslocazione delle pro-
teine attraverso le membrane dell'RE, dei mitocondri e dei
cloroplasti, durante la quale le proteine non sono ripiegate.

In questo paragrafo analizzeremo il meccanismo prin-
cipale attraverso il quale le proteine entrano ed escono dal
nucleo. Tratteremo, inoltre, il processo attraverso il quale gli
mRNA e altri complessi ribonucleoproteici sono esportati
dal nucleo attraverso un processo meccanicisticamente di-
verso da quello utilizzato per 'importazione nucleare delle
proteine.

Il trasporto all'interno
e all’esterno del nucleo

Molecole grandi e piccole entrano
ed escono dal nucleo attraverso
i complessi del poro nucleare

Numerosi pori perforano I'involucro nucleare di tutte le cel-
lule eucariote. Ogni poro nucleare ¢ formato da un’elaborata
struttura definita complesso del poro nucleare (NPC, Nuclear
Pore Complex), una delle piu grosse strutture proteiche nella
cellula. La massa complessiva della struttura del poro nucleare
dei vertebrati ¢ di 60 000-80 000 kDa, un valore circa 16 volte
pit grande di un ribosoma. Un NPC ¢ costituito da pit copie
di 30 proteine diverse chiamate nucleoporine.

La microscopia elettronica del complesso del poro nu-
cleare rivela una struttura ad anello immersa nella mem-
brana che circonda un poro per la maggior parte acquoso
(Figura 13.32). Otto filamenti di circa 100 nm di lunghezza si
estendono nel nucleoplasma con le estremita distali di questi
filamenti unite da un anello terminale, che forma una struttu-
ra denominata canestro nucleare. I filamenti citoplasmatici si
estendono dal lato opposto del complesso del poro nucleare
all'interno del citosol.

Toni, piccoli metaboliti e proteine globulari fino a 40 kDa
possono diffondere passivamente attraverso la regione ac-
quosa centrale del complesso del poro nucleare. Le proteine
piu grandi e i complessi ribonucleoproteici sono invece atti-
vamente trasportati attraverso 'NPC con l'aiuto di proteine
trasportatrici solubili che legano le macromolecole e intera-
giscono anche con le nucleoporine. La capacita e I'efficienza
del’NPC per questo tipo di trasporto € notevole. In un minu-
to, ciascun NPC si stima importi nel nucleo 60000 proteine
mentre esporta 50-250 mRNA, 10-20 subunita ribosomiali
e 1000 tRNA.
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In generale, le nucleoporine sono di tre tipi: le nucleoporine
strutturali, le nucleoporine di membrana e le nucleoporine FG.
Le nucleoporine strutturali formano I'impalcatura del poro
nucleare: un anello con una simmetria rotazionale a otto che
attraversa entrambe le membrane dell’involucro nucleare,
creando un’apertura nel mezzo per il trasporto di molecole
all’esterno e all’interno del nucleo. Le membrane nucleari
interna ed esterna dell’involucro nucleare sono connesse a
livello del’NPC tramite una regione altamente curvata della
membrana che contiene le nucleoporine (Figura 13.32b). Un
gruppo di sette nucleoporine strutturali forma una struttura
a'Y che ha all'incirca le dimensioni di un ribosoma, chiamata
complesso Y. Sedici copie del complesso Y formano I'impal-
catura strutturale di base del poro, che ha una simmetria
bilaterale attraverso I'involucro nucleare e una simmetria ro-
tazionale a otto nel piano dell'involucro (Figura 13.32c). Un
motivo strutturale ripetuto varie volte all'interno del com-
plesso Y & correlato con una struttura trovata nelle proteine
COPII che guidano la formazione delle vescicole rivestite
nella cellula (Capitolo 14). Questa relazione primordiale tra
le nucleoporine strutturali e le proteine di rivestimento delle
vescicole suggerisce che i due tipi di rivestimento della mem-
brana condividano la stessa origine. La funzione di base di
questo elemento potrebbe essere di formare un lattice pro-
teico che deforma la membrana inducendo la formazione di
una struttura molto curva.

Le nucleoporine FG, che rivestono il canale del complesso
del poro e si ritrovano associate con il canestro nucleare e i
filamenti citoplasmatici, contengono molteplici ripetizioni di
brevi sequenze idrofobe che sono ricche in residui di fenilala-
nina (F) e glicina (G), chiamate ripetizioni FG. Si ritiene che
le ripetizioni idrofobe FG siano presenti in regioni di catene
polipeptidiche estese, altrimenti idrofile, che riempiono il
canale di trasporto centrale. Le nucleoporine FG sono essen-
ziali per la funzione del’NPC, ma la loro funzione sembra
dipendere da proprieta generali di queste proteine, e non da
una specifica struttura, dato che 'NPC rimane funzionale
anche se fino a meta delle ripetizioni FG viene eliminata.
Studi biofisici e modelli computazionali dinamici mostrano
che le ripetizione FG possono avere una struttura disordinata
simile a quella di una proteina non ripiegata e sono altamen-
te dinamiche. Considerate queste proprieta, si puo pensare
che il canale centrale del'NPC sia riempito con una matrice
simile a gel che permette la diffusione di piccole molecole
mentre esclude proteine idrofile piit grandi di 40 kDa libere
da trasportatori (Figura 13.32d).

I recettori per il trasporto nucleare
accompagnano nel nucleo le proteine
che contengono segnali di localizzazione
nucleare

Tutte le proteine presenti nel nucleo, come gli istoni, i fattori
di trascrizione e le DNA e RNA polimerasi, sono sintetizzate
nel citoplasma e importate nel nucleo attraverso i complessi
del poro nucleare. Queste proteine contengono un segnale
di localizzazione nucleare (NLS) che dirige il loro trasporto
selettivo all'interno del nucleo. Gli NLS sono stati scoperti per
la prima volta attraverso I'analisi delle mutazioni del gene per
'antigene T grande, una proteina del virus di scimmia SV40
(Simian Virus 40). La forma wild type di questa proteina ¢
localizzata nel nucleo delle cellule infettate dal virus, mentre
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Figura 13.32 Il complesso del poro nucleare a diversi livelli
di risoluzione. (a) Involucri nucleari dai grandi nuclei degli oociti
di Xenophus laevis visualizzati mediante microscopia elettronica a
scansione. In alto: la vista del lato citoplasmatico rivela la forma
ottagonale della porzione immersa nella membrana dei comples-
si del poro nucleare. In basso: la vista del lato nucleoplasmatico
mostra il canestro nucleare che si estende dalla porzione inserita
in membrana. (b) Modello in sezione del complesso del poro nu-
cleare, che mostra le maggiori caratteristiche strutturali formate
dalle nucleoporine di membrana, dalle nucleoporine strutturali e
dalle nucleoporine FG. (c) Sedici copie del complesso Y formano la
maggior parte dell'impalcatura strutturale del complesso del poro
nucleare. La struttura tridimensionale del complesso Y e modellata

nella struttura del poro. Si noti la doppia simmetria attraverso la
doppia membrana del nucleo (a sinistra) e la simmetria rotazionale
a otto attorno all’asse del poro (a destra). (d) Le nucleoporine FG
hanno estese strutture disordinate che sono composte da ripetizione
della sequenza Phe-Gly intervallate da regioni idrofile (a sinistra). Le
nucleoporine FG sono piu abbondanti nella parte centrale del poro
e si pensa che le ripetizioni FG riempiano il canale centrale con una
matrice simile a gel (a destra). [Fonti: K. Ribbeck e D. Gorlich, 2001,
EMBO J. 20:1320-1330; M.P. Rout e J.D. Atchison, 2001, J. Biol.
Chem. 276:16593. Parte (a) ristampato con il permesso di Else-
vier, fonte: V. Doye e E. Hurt, 1997, Nucleoporins to Nuclear Pore
Complexes, Curr. Opin. Cell Biol. 9(3):401-411; permesso ottenuto
tramite Copyright Clearance Center, Inc.]
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a. b.

Figura sperimentale 13.33 | segnali di localizzazione

nucleare (NLS) indirizzano le proteine nel nucleo della
cellula. Le proteine citoplasmatiche possono essere localizzate nel
nucleo quando sono fuse con un segnale di localizzazione nucleare.
(a) La piruvato chinasi normale, visualizzata per immunofluorescen-
za dopo che le cellule in coltura sono state trattate con un anticor-
po specifico (in giallo), & localizzata nel citosol. Questa proteina ci-
tosolica molto grande e coinvolta nel metabolismo dei carboidrati.
(b) Quando nelle cellule & espressa una proteina piruvato chinasi
chimerica, contenente alla sua estremita N-terminale I'NLS di una
proteina del virus SV40, questa e localizzata nel nucleo. La proteina
chimerica & stata espressa da un gene trasfettato ingegnerizzato,
ottenuto per fusione di un frammento del gene virale codificante il
segnale NLS con il gene della piruvato chinasi. [Ristampato con il
permesso di Elsevier, fonte: D. Kalderon et al., 1984, A Short Ami-
no Acid Sequence Able to Specify Nuclear Location, Cell
39(3Pt 2):499-509; permesso ottenuto tramite Copyright Clearan-
ce Center, Inc.]

alcune forme mutanti si accumulano nel citoplasma. Le mu-
tazioni responsabili di questa alterata localizzazione cellulare
si verificano tutte all'interno di una specifica sequenza di sette
residui ricca di amminoacidi basici in prossimita dell’estremi-
ta C-terminale della proteina: Pro-Lys-Lys-Lys-Arg-Lys-Val.
Esperimenti con proteine chimeriche (proteine ibride in-
gegnerizzate), nelle quali questa sequenza era fusa con una
proteina citosolica, hanno dimostrato che questa sequenza
dirige il trasporto al nucleo e di conseguenza funziona come
NLS (Figura sperimentale 13.33). Sequenze NLS sono state
successivamente identificate in numerose altre proteine im-
portate nel nucleo. Molte di queste sequenze sono risultate
simili alla sequenza NLS basica dell’antigene T grande del
virus SV40, mentre altri segnali NLS risultano chimicamente
alquanto diversi. Per esempio un NLS presente in una pro-
teina che lega ’'RNA, hnRNP Al, ¢ idrofobo. In accordo con
questi dati, esistono pitt meccanismi per il riconoscimento
di sequenze cosi diverse.

I primi studi sul meccanismo di importazione nuclea-
re hanno mostrato che proteine contenenti una sequenza
NLS carica positivamente, simile a quella dell’antigene T
grande del virus SV40, erano efficientemente trasporta-
te in nuclei isolati solo in presenza di estratti citosolici
(Figura sperimentale 13.34). Utilizzando questo sistema
sono stati purificati due componenti citosolici richiesti per
questo trasporto, un recettore per il trasporto nucleare e la
GTPasi Ran. I recettori per il trasporto nucleare legano la
sequenza NLS presente su una proteina cargo che deve essere
trasportata al nucleo e hanno anche affinita per le ripetizioni
FG delle nucleoporine. A causa della loro affinita per le ripe-
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- Digitonina + Digitonina
a. Effetto della digitonina
- Lisato + Lisato

b. Importazione nucleare da parte di cellule
impermeabilizzate

Figura sperimentale 13.34 Per il trasporto nucleare sono

necessarie proteine citosoliche. Il mancato trasporto nu-
cleare che si verifica nelle cellule in coltura permeabilizzate in assen-
za di lisato dimostra che nel processo sono coinvolte componenti
citosoliche solubili. (a) Fotografie al microscopio in contrasto di fase
di cellule Hela non trattate o permeabilizzate con digitonina. Il trat-
tamento di un monostrato di cellule in coltura con la digitonina, un
blando detergente non ionico, permeabilizza la membrana plasma-
tica in modo che i costituenti citosolici diffondano verso I'esterno,
mentre I'involucro nucleare e gli NPC restano intatti. (b) Fotografie
al microscopio a fluorescenza di cellule HelLa permeabilizzate con
digitonina e incubate con una proteina fluorescente chimicamente
associata a un peptide sintetico NLS dell’antigene T del virus SV40
in presenza o assenza di lisato cellulare (citosol). L'accumulo di que-
sta proteina nel nucleo si verificava solo quando nel mezzo di incu-
bazione & incluso il citosol (a destra). [Fonte: S.A. Adam, R.S. Marr
e L. Gerace, 1990, J. Cell. Biol. 111:807-816; https://doi.
0rg/10.1083/jcb.1113.3.807.]

tizioni FG, i recettori per il trasporto nucleare e le proteine
cargo che contengono la sequenza NLS alle quali sono legati
si ripartiscono rapidamente nella matrice simile a gel delle
ripetizioni FG nel canale centrale del complesso del poro,
mentre proteine di dimensioni simili che mancano di questa
caratteristica sono escluse dal canale centrale. I recettori per
il trasporto nucleare possono essere monomerici, e in questo
caso consistono in un singolo polipeptide che puo legarsi
contemporaneamente a una sequenza NLS e alle ripetizioni
FG, o dimerici, con una subunita che si lega alla sequenza
NLS e I'altra alle ripetizioni FG.

Ran ¢ una piccola proteina G monomerica che esiste sia
in una conformazione legata al GTP sia legata al GDP (Fi-
gura 3.35). La capacita di Ran di passare dalla forma legata
al GTP a quella legata al GDP, che porta all'idrolisi del GTP
a GDP, fornisce I'energia per guidare il trasporto unidirezio-
nale di macromolecole attraverso il poro nucleare.

Il meccanismo per 'importazione delle proteine cargo ci-
toplasmatiche mediato da un recettore per il trasporto nuclea-
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Figura 13.36 Esportazione nucleare dipendente o indipenden-
te da Ran. (a) Meccanismo dipendente da Ran per I'esportazione
nucleare di proteine cargo dotate di un segnale di esportazione
nucleare (NES) ricco di leucina. Nel nucleoplasma (in basso) la pro-
teina esportina 1 stabilisce un legame cooperativo con il segnale
NES della proteina cargo che deve essere trasportata e con Ran-GTP.
Questo complesso di carico diffonde poi attraverso un NPC me-
diante interazioni transitorie con le ripetizioni delle nucleoporine
FG e la GAP associata ai filamenti citoplasmatici dell’NPC stimola
Iidrolisi del GTP e quindi la conversione di Ran-GTP a Ran-GDP. |l
conseguente cambiamento conformazionale di Ran causa la dis-
sociazione del complesso. La proteina cargo dotata di NES viene
liberata nel citosol, mentre I'esportina 1 e Ran-GDP sono riportate
indietro nel nucleo attraverso un NPC. Nel nucleoplasma poi Ran
GEF stimola la conversione di Ran-GDP a Ran-GTP. (b) Esportazione
nucleare di mRNA indipendente da Ran. Nel nucleo, il comples-
so eterodimerico NXF1/NXT1 si lega ai complessi mRNA-proteina
(MRNP). Il complesso NXF1/NXT1 agisce come un recettore per il
trasporto nucleare e dirige il complesso mRNP nel canale centra-
le dell’NPC interagendo transientemente con le nucleoporine FG.
Un'RNA elicasi (Dbp5) localizzata sul lato citoplasmatico dell’NPC
rimuove NXF1 e NXT1 dall’'RNA in una reazione che & alimentata
dall'idrolisi dell’ATP. Le proteine NXF1 e NXT1 libere sono riciclate
nel nucleo tramite il processo di importazione dipendente da Ran
descritto nella Figura 13.35.

Il trasporto all'interno
e all’esterno del nucleo

L'involucro nucleare contiene numerosi complessi del
poro nucleare (NPC, Nuclear Pore Complex), che sono
strutture complesse di grandi dimensioni, costituite da
piu copie di 30 diverse proteine chiamate nucleoporine
(Figura 13.32).

Le nucleoporine FG, che contengono ripetizioni multiple
di corte sequenze idrofobe (ripetizioni FG), riempiono
il canale trasportatore centrale con una matrice simile
a un gel che permette a piccole molecole di passare
ma esclude tutte le macromolecole che hanno un peso
molecolare maggiore di 40 kDa.

Il trasporto attivo & implicato nella traslocazione di tutte
le proteine di grandi dimensioni e degli RNA attraverso
i pori nucleari. Questo processo richiede I'assistenza di
recettori per il trasporto nucleare che interagiscono sia
con le molecole trasportate sia con le ripetizioni nelle
nucleoporine FG.

Le proteine importate nel nucleo o esportate dal nucleo
contengono una specifica sequenza amminoacidica che
funziona come un segnale di localizzazione nucleare
(NLS, Nuclear Localization Signal) o di esportazione nu-
cleare (NES, Nuclear Export Signal), rispettivamente. Le
proteine localizzate esclusivamente nel nucleo conten-
gono un NLS ma non un NES, mentre le proteine che
fanno la spola tra il nucleo e il citoplasma, anche chia-
mate proteine shuttle, contengono entrambi i segnali.

Sono stati identificati diversi tipi di segnali NES e NLS.
Si ritiene che ogni tipo di segnale di trasporto nucleare
interagisca con uno specifico recettore proteico per il
trasporto nucleare appartenente a una famiglia di pro-
teine omologhe.

Una proteina cargo che possiede un NES o un NLS tra-
sloca attraverso i pori nucleari legata al suo recettore
proteico affine. L'interazione transiente tra il recettore
per il trasporto nucleare e le ripetizioni delle nucleopo-
rine FG permette una rapida diffusione dei complessi
recettore-cargo attraverso il canale centrale dell’NPC
che é riempito con la matrice idrofoba simile a un gel
formata dalle ripetizioni FG.

La natura unidirezionale dell'importazione e dell’espor-
tazione proteica attraverso i pori nucleari deriva dalla
partecipazione di Ran, una proteina G monomerica che
esiste in diverse conformazioni quando legata al GTP o
al GDP. La localizzazione del fattore di scambio di Ran
(Ran GEF) nel nucleo e della proteina attivante la GTPasi
di Ran (Ran GAP) nel citoplasma crea un gradiente, con
un’alta concentrazione di Ran-GTP nel nucleoplasma e
un’alta concentrazione di Ran-GDP nel citoplasma. L'in-
terazione di un complesso di carico per I'importazione
con Ran-GTP nel nucleoplasma causa la dissociazione
del complesso di carico, rilasciando il cargo trasportato
nel nucleoplasma (Figura 13.35), mentre |'assemblag-
gio di un complesso di carico per |'esportazione e sti-
molato dall'interazione con Ran-GTP nel nucleoplasma
(Figura 13.36).

| complessi mRNP sono esportati dal nucleo principal-
mente attraverso il legame a un esportatore di mRNP
eterodimerico nel nucleoplasma che interagisce con le
ripetizioni delle nucleoporine FG. La direzione del tra-
sporto (dal nucleo al citoplasma) dipende dall’azione di
un’RNA elicasi associata ai filamenti citoplasmatici dei
complessi del poro nucleare. Questa RNA elicasi rimuove
|'esportatore eterodimerico una volta che il complesso
di trasporto ha raggiunto il citoplasma, liberando la
proteina cargo.
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1. Iseguenti risultati sono stati ottenuti nei primi studi sul-
la traduzione delle proteine secretorie. Basandovi su quello
che ora conosciamo di questo processo, spiegate le ragioni
per le quali si sono ottenuti questi risultati.

a. Un sistema in vitro che consisteva solo di mRNA e
ribosomi aveva come risultato la produzione di pro-
teine secretorie che erano pit grandi delle proteine
sintetizzate nella cellula.

b. Un sistema simile che includeva anche i microsomi
produceva proteine che erano identiche come gran-
dezza alle proteine sintetizzate nella cellula.

c. Quando i microsomi venivano aggiunti dopo la
traduzione in vitro, le proteine sintetizzate erano di
nuovo pit grandi rispetto a quelle sintetizzate nella
cellula.

2. Descrivete la fonte o le fonti di energia necessarie per
la traslocazione unidirezionale attraverso la membrana (a)
nella traslocazione cotraduzionale nel reticolo endoplasma-
tico (RE), (b) nella traslocazione post-traduzionale nel'RE
e (¢) nella traslocazione nella matrice mitocondriale.

3. Latraslocazione nella maggior parte degli organuli coin-
volge di solito I'attivita di una o piu proteine citosoliche.
Descrivete la funzione di base di tre diversi fattori citosolici
richiesti per la traslocazione nell'RE, nei mitocondri e nei
perossisomi.

4. Descrivete i principi tipici impiegati per identificare le
sequenze topogeniche all'interno delle proteine e come
questi principi possono essere usati per sviluppare algorit-
mi informatici. In che modo I'identificazione delle sequen-
ze topogeniche permette di prevedere come una proteina
ad attraversamento multiplo si dispone nella membrana?
Qual e 'importanza della disposizione delle cariche positive
rispetto all'orientamento nella membrana di una sequenza
segnale di ancoraggio?

5. L’abbondanza di proteine mal ripiegate nell'RE puo
causare lattivazione della risposta indotta dalle proteine
non ripiegate (UPR, Unfolded-Protein Response) e della
degradazione associata al'RE (ERAD). L’'UPR diminui-
sce 'abbondanza delle proteine non ripiegate alterando
I'espressione di quale tipologia di geni? In che modo il
sistema ERAD puo identificare le proteine mal ripiegate?
Perché é necessario che queste proteine mal ripiegate siano
dislocate al citoplasma?

6. Sono stati isolati mutanti di lievito temperatura-sen-
sibili che bloccano ognuna delle tappe enzimatiche nella
sintesi dell’oligosaccaride legato al dolicolo precursore
per la N-glicosilazione. Proponete una spiegazione del fat-
to che mutazioni che bloccano la sintesi dell'intermedio
con la struttura dolicolo-PP-Man,(GlcNAc), impediscono
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completamente I'aggiunta di catene di N-oligosaccaridi
alle proteine secretorie, mentre mutazioni che bloccano
la conversione di questo intermedio nel precursore com-
pleto, il dolicolo-PP-Glc;Many(GlcNAc),, permettono
'aggiunta di catene di N-oligosaccaridi alle glicoproteine
secretorie.

7. Indicate quattro diverse proteine che favoriscono la
modifica o il ripiegamento delle proteine secretorie all'in-
terno del lume dell'RE. Indicate quali tra queste proteine
modificano covalentemente le proteine substrato e quali
causano solo cambiamenti conformazionali.

8. Descrivete che cosa accadrebbe al precursore di una
proteina della matrice mitocondriale nei seguenti tipi di
mutazioni mitocondriali: (a) una mutazione nel recettore
del segnale Tom22, (b) una mutazione nel recettore del
segnale Tom?70, (c) una mutazione nella proteina Hsp70
della matrice e (d) una mutazione nella peptidasi del se-
gnale della matrice.

9. Descrivete le analogie e le differenze tra il meccanismo
di importazione nella matrice mitocondriale e nello stroma
del cloroplasto.

10. Disegnate una serie di esperimenti con proteine
chimeriche, composte da un precursore di una proteina
mitocondriale fuso con la diidrofolato redattasi (DHFR),
che potrebbero essere utilizzati per determinare quanta
parte del precursore proteico deve emergere nella matrice
mitocondriale affinché la sequenza di indirizzamento alla
matrice sia rimossa dalla proteasi della matrice.

11. I perossisomi contengono enzimi che usano ossigeno
molecolare per ossidare vari substrati, ma nel processo si
forma perossido di idrogeno, un composto che puo dan-
neggiare DNA e proteine. Qual ¢ I'enzima responsabile
della decomposizione del perossido di idrogeno in acqua?
Qual ¢ il meccanismo di importazione di questa proteina
nel perossisoma e quali altre proteine sono coinvolte?

12. Immaginate di aver identificato una nuova linea di
cellule mutanti che sono prive di perossisomi funzionali.
Descrivete come potreste determinare sperimentalmente
se il mutante presenta difetti prevalentemente nell’inseri-
mento/assemblaggio delle proteine della membrana peros-
sisomiale o delle proteine della matrice.

13. L’importazione nel nucleo di proteine piu grandi di
40 kDa richiede la presenza di quale sequenza amminoaci-
dica? Descrivete il meccanismo dell'importazione nucleare.
In che modo i recettori per il trasporto nucleare sono capaci
di attraversare il complesso del poro?

14. Perché per il trasporto unidirezionale di proteine cargo
contenenti un NES ¢ necessario che Ran GAP sia localizzata
nel citoplasma e Ran GEF nel nucleo?
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Oggi & possibile studiare le proteine a livello molecolare,
conoscere con rapidita la sequenza di molecole di DNA
ed RNA, modificare i genomi con elevata precisione e
coltivare in vitro molti tipi di cellule, tessuti e organoidi.
Raccogliere questo fermento scientifico e tradurlo in un
percorso didattico avvincente e accessibile, in grado di
formare i ricercatori e le ricercatrici di domani, € I'obiet-
tivo di questo libro.

Biologia molecolare della cellula permette di com-
prendere i processi di base della biologia cellulare e mo-
lecolare e misurarne le prospettive nel campo della salu-
te umana, con un approccio pragmatico e coinvolgente.
Per ogni argomento si parte da una visione generale,
quindi si analizzano i singoli aspetti attraverso esempi
recenti tratti dalla letteratura scientifica, illustrandone
spesso anche i risvolti medici e le prospettive terapeu-
tiche. Convinti che la comprensione della materia passi
anche dalla capacita di assorbire e far proprio il metodo
della ricerca, autori e autrici hanno posto grande enfa-

si sui metodi e sull'analisi dei risultati di laboratorio; ne
sono testimonianza le centinaia di Figure sperimentali,
che riportano e analizzano dati derivati da esperimenti
cruciali, stimolando la capacita di analisi critica.

Il testo, inoltre, sottolinea gli aspetti innovativi e tra-
sversali della disciplina attraverso:

«+ le fotografie ottenute con la microscopia elettronica
ad alta definizione che, unite ai modelli di strutture
proteiche con dettaglio amminoacidico, permettono
di capire a livello molecolare i singoli eventi descritti;

« icollegamenti con la clinica e la biologia vegetale, in-
dicati dalle icone del caduceo e della foglia;

< un riepilogo per punti al termine di ogni paragrafo,
che aiuta a collegare gli argomenti trattati.

Infine, inquadrando con l'app Guarda! I'icona posta
all’inizio di ogni capitolo, e possibile visualizzare oltre
170 video di biologia cellulare sullo smartphone e acce-
dere ai quiz interattivi.
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