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STORIA DELL’EVOLUZIONE DEL

CONCETTO DI GENE

Mario Lunadei,
Dipartimento di Biopatologia umana, sezione
Biologia cellulare, Facolta di Medicina,
Universita ‘“La Sapienza”, Roma Italy

THE EVOLUTION OF GENE CONCEPT STORY
Summary

In this paper the story of gene concept is composed of two
different parts: The first one refers to the discovery of the
genetic material (DNA), the second concerns the concept changes
from 1960 to the present. »

It should be stressed that we are still along way from being
able to clearly define a gene from a modern point of view. It
Is necessary to assemble more information in order to arrive
to an adeguate scientific paradigm.
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Friedrich Miescher (1844-1895)
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IL. PANORAMA CULTURALE NEL QUALE NASCE
LA GENETICA o

Il termine “gene” & stato usato per la prima volta nel 1909
da W. Johannsen, il quale con tale denominazione indicava quei
“fattori” che Mendel riteneva i responsabili dei caratteri ere-
ditari. Sempre Johannsen nello stesso anno scriveva:

la parola “gene’” & completamente priva di una qualsiasi ipotesi;
essa esprime il solo fatto che, in ogni caso, molte delle caratteri-
stiche dell’'organismo sono specificate nelle cellule germina-
| I in breve, precisamente, cio che noi vogliamo chiamare
geni (1.1).

Il termine “genetica” debutta sulla scena scientifica nel 1906,
quando W. Bateson nel corso dei lavori della “International Con-
ference on Hybridization and Plant Breeding” dove propose di
denominare “Genetica’’ una serie di linee di ricerca che, dopo
la riscoperta delle leggi di Mendel, si andava via via sviluppando.

La storia dell’evoluzione del concetto di gene nasce dunque
con W. Johannsen, ed ¢ quindi solo latamente derivata dal la-
voro di Mendel, del quale quindi non si riferisce. E opportuno,in-
vece, qualche cenno sulle conoscenze biologiche acquisite alla
fine del XIX secolo.

Nel 1879 Walter Flemming dimostra che i cromosomi si divi-

dono longitudinalmente e che un membro di ciascuna coppia

viene distribuito in ognuna delle cellule figlie, attraverso un pro-
cesso che definisce “mitosi”.

Quasi contemporaneamente nel 1883 van Beneden scopre che
il corredo cromosomico subisce una divisione riduzionale al-
I'atto della formazione dei gameti (meiosi) e che il caratteristi-
€O numero cromosomico somatico si ripristinava al momento
della fecondazione. Vale la pena ricordare che, in quegli anni,
K. Rabl avanza l'ipotesi che il numero dei cromosomi sia co-
stante in cellule diverse dello stesso organismo.
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Il panorama culturale alla fine dell’800 viene ad arricchirsi
di due nuove teorie, quella della della pangenesi intracellulare
formulata da H. de Vries e quella del del plasma germinale di
A. Weissman. Secondo quest’ultima, che ha il grande pregio di
aver introdotto una distinzione tra soma e germe (1.2), gli ele-
menti germinali sono elementi discontinui, derivati direttamente
dall’'uovo o dallo spermatozoo.
Dopo che Flemming nel 1879 introdusse il termine “‘cromati-
" per indicare il materiale intensamente colorabile presente
nel nucleo, tra i ricercatori sorse un notevole interesse per que-
"sta sostanza. E da ricordare tra gli altri E. Zacharias che appli-
co allo studio dei cromosomi le tecniche sviluppate da Miescher.
Zacharias trovo che un enzima, la pepsina, digeriva il protopla-
- sma della cellula, lasciando integro il nucleo; osservo inoltre
che i cromosomi erano resistenti alla digestione con pepsina,
risultato da attendersi se il materiale che costituisce i cromo-
somi non e di natura proteica. Sulla base di queste informazio-
ni Flemming propose una identita tra la cromatina e la nuclei-
na scoperta da Miescher nel 1869.

Successivamente sia il botanico E. Strasburger che lo 20010-
go O. Hertwig confermarono l'identita tra nucleina e cromati-
na nucleare e agli inizi del secolo uno dei biologi piu famosi,
E.B. Wilson, nel suo celebre libro “The cell in development and
heredity” sosteneva:

i cambiamenti periodici della capacita di colorazione mostrati dal-
la cromatina durante le fasi del ciclo vitale della cellula, assieme
alle ricerche della chimica fisiologica e della composizione chi-
mica e delle reazioni di colorazione della nucleina, indicano che
la sostanza ricca in fosforo nota come nucleina abbia un ruclo
importante nei processi dello sviluppo. Durante le fasi vegetati-
ve della cellula questa sostanza si combina con notevoli quantita
di istoni, protamine e sostanze simili, e probabilmente con I'al-
bumina stessa, per formare la nucleina. Durante il processo ri-
produttive o mitotico tale associazione si dissolve, gli elementi
albuminocidi vengono allontanati, lasciando la sostanza ¢romoso-
mica con una alta percentuale di acido nucleinico, come risulta
dall’analisi diretta dei nuclei spermatici e dalle reazioni di colo-
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razione dei cromosomi. C'¢, pertanto, una buona base per ipotiz-
zare che chimicamente questa sostanza & I'elemento pit impor-
tante trasmesso da una cellula all’altra, sia attraverso la divisio-
ne cellulare che per fecondazione...... (1.3).

A volte i lavori degli scienziati della fine del secolo scorso pos-
sono far sorridere per quella che ora ci appare una ingenuita
delle teorie esposte: consideriamo, ad esempio, un passo nel qua-
le K. Nigeli tratta della natura del materiale ereditario:

sotto l'influenza di forze molecolari tuttavia le micelle assumono
un orientamento definitivo, la nuova struttura, composta princi-
palmente di micelle proteinacee possiede un basso contenuto d'ac-
qua € molto stabile. Esso & I'idioplasma (1.4)....... La forma, la gran-
dezza, e la disposizione delle micelle idioplasmiche & realmente
I'essenza dell’organismo, determinando precisamente come 'or-
ganismo si sviluppera, come reagira agli stimoli esterni e come
queste caratteristiche verranno trasmesse alla discendenza (1.5).

E evidente come in quell’epoca tra i biologi vi fosse un note-
vole interesse per la definizione della base chimico-fisica del-
I'ereditarieta anche se le conoscenze di chimica erano ben scar-
se. E interessante tuttavia notare che se & vero che le ipotesi
sulla natura chimica del materiale ereditario erano nel XIX se-
colo molto arretrate, & pur vero che era convinzione comune
tra i biologi che il nucleo fosse il latore dei caratteri ereditari.

Hugo de Vries, noto per i suoi studi tesi a spiegare le muta-
zioni, nel suo libro “Intracellular pangenesis”, si esprimeva cosi:

come risultato di maggior rilievo degli studi sulla cellula nell’ul-
timo decennio, io considero la teoria che tutte le predisposizioni
ereditarie (Anlage) dell’organismo debbano essere rappresentate
nel nucleo della cellula.....

...... tutti i caratteri ereditari devono, percid, essere rappresenta-
ti nel nucleo dai rispettivi pangeni. I nuclei, pertanto, debbono
essere considerati come serbatoi di caratteri ereditari... e la tra-
smissione dei caratteri ereditari dal nucleo al citoplasma deve
aver luogo, in qualche modo.
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A. Weissman che, per primo ipotizzo una divisione tra linea
somatica e germinale, riteneva che il processo dell’ereditarie-
ta si esplicasse attraverso il trasferimento da una generazione
all’altra di una sostanza dalla costituzione chimica ben defini-
ta. Questa sostanza che denomino “germoplasma’’ doveva pos-
sedere tutte le informazioni necessarie per permettere lo svi-
luppo dell’organismo.

A questo punto della nostra trattazione possiamo trarre due
conclusioni circa le conoscenze (o le credenze) della Biologia
del XIX secolo nel quale sorge la Genetica.

Innanzitutto, vi era un notevole interesse, anche se non gene-
ralizzato, per la conoscenza della base fisica del materiale ere-
ditario. In secondo luogo, anche se I'enzimologia dell’epoca era
solo agli albori, alcuni ricercatori come Zacharias avevano svi-
luppato tecniche che permettevano di trattare enzimaticamen-
te la cromatina. Si pué sicuramente concordare con F.H. Por-
tugal e J.S. Cohen quando nel loro libro “A Century of DNA. A
History of the discovery of the structure and function of the
genetic substance” affermano:

un semplice esperimento avrebbe potuto risolvere il problema del-
la composizione chimica dei cromosomi. La perdita di colorabi-
lita avrebbe potuto essere dovuta ad una delle due possibilita: per-
dita di acido nucleico od accumulo di proteine, che avrebbero im-
pedito la colorabilita dei cromosomi. Come si sarebbe potuto ri-
solvere il problema all’inizio del ventesimo secolo? Il lavoro di
Zacharias indubbiamente suggeriva la strada. Fu Zacharias che
digeri le proteine con enzimi, lasciando i cromosomi intatti per-
che resistenti all’azione enzimatica. Su questa base Flemming po-
stuld che il cromosoma avrebbe dovuto contenere acido nuclei-
co. Supponiamo che le cellule che mostravano la perdita di colo-
rabilita della:cromatina fossero sottoposte ad azione della pepsi-
na, e successivamente colorate. Se veramente l'acido nucleico non
era presente non vi sarebbe stata colorazione. D’altro canto, la
rimozione delle proteine, avrebbe permesso una ricomparsa del-
la colorazione. Questo esperimento avrebbe portato la prova ne-
cessaria che il cromosoma era veramente composto di acido nu-
cleico. Non sappiamo se un tale esperimento sia stato mai prova-
to. Se lo & stato non ha suscitato 'attenzione dei ricercatori del-
Pepoca (1.6)

.
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Pertanto, se € vero che numerose “intuizioni’”’ avessero fatto
“intravvedere” i segreti dell’ereditarieta, & pur vero che il con-
testo culturale tuttavia non era maturo perché venissero per-
fezionate ricerche che vedessero il nucleo ed i cromosomi co-
me latori dell’informazione ereditaria.

Il panorama concettuale dell’epoca inoltre, non riteneva ne-
cessarie solide basi sperimentali, e la Biologia che era preva-
lentemente basata su osservazioni di caratteri morfologici non
si avvaleva delle conoscenze della Chimica e della Fisica. I ri-
sultati raggiunti nella chimica degli acidi nucleici e delle pro-
teine portarono invece i biologi a considerare le proteine come
la componente pit importante dei cromosomi. Ci si aspettava
che la molecola responsabile dell’ereditarieta fosse stabile e mol-
to complessa e permettesse di esistere in numerose forme per
poter spiegare la diversita e la complessita delle forme viventi.
La conoscenza della struttura delle proteine le indicava quali
candidate a rispondere a tale requisiti. A quell’epoca le nozioni
circa la struttura degli acidi nucleici rendevano difficile ascri-
vere ad essi la funzione di materiale ereditario.
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2.

LA NATURA DEL GENE DOPO LA RISCOPERTA
DELLE LEGGI DI MENDEL

Alla fine del primo decennio di questo secolo domma la dot-
trina di Johannsen introdotta con la sua definizione di gene, ge-
notipo e fenotipo.

Nel 1909, W. Johannsen nel suo libro ‘“Elemente der exakten
Erblichkeitslehre” definisce in questi termini il gene:

..... il (termine) “gene”, che a noi interessa deriva dalla ben nota
parola usata da Darwin (Pangenesi) e pertanto sostituisce 'inde-
siderabile ed ambiguo termine “determinante”’. Di conseguenza
noi diremo semplicemente “il gene” ed ““i geni” invece di “pange-
ne” e “i pangeni”. Il termine “ene” & completamente privo di al-
cuna ipotesi; esso esprime solo il fatto evidente, che in ogni caso,
molte caratteristiche dell’organismo sono specificate nelle cellu-
le germinali per mezzo di condizioni speciali, di basi, e determi-
nanti, che sono presenti in uniche, separate, e quindi in modi in-
dipendenti - in breve, quello che noi dovremmo chiamare geni.

A quei tempi non vi era alcuna relazione sperlmenta]e tra ge-
ni e cromosomi. Secondo Johannsen il fenotipo era la manife-
stazione o comparsa del carattere, mentre con genotipo s’inten-
deva la base genetica per la comparsa del fenotipo.

Successivamente si arrivo ad identificare con il termine di
mutazione le variazioni discontinue gia note a Darwin, senza
peraltro conoscere alcunche del relativo meccanismo di insor-
genza. Benche la riscoperta delle leggi di Mendel fosse avvenu-
ta ad opera di studiosi europei, e la moderna Genetica nasces-
se in Inghilterra nel 1906 nei primi due decenni del XX secolo
i contributi pitt stimolanti vennero tuttavia dagli Stati Uniti.

Tra i biologi dell’epoca era molto vivo l'interesse sui possibi-
li rapporti tra meccanica cromosomica (processo della mitosi
e della meiosi) e i fenomeni dell’ereditarieta. Uno studente del
laboratorio di Wilson, W.S.Sutton, studiava la maturazione degli
spermatociti di una cavalletta, la Brachystola magna. Lo stu-
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dio dell’appaiamento degli omologhi e della sinapsi durante la
meiosi condusse l'autore nel 1903 alle seguenti conclusioni:

....... L'unione delle cellule germinali, mediante la fecondazione,
ciascuna con la meta del normale assetto cromosomico....... , pro-
duce le combinazioni diverse osservate da Mendel (2.1).

Con molta acutezza Sutton arrivd alla generalizzazione che
i determinanti genetici potevano essere localizzati sui cromo-
somi e nello stesso lavoro conclude:

....... Accettando queste conclusioni noi saremmo in grado di tro-
vare una esatta corrispondenza tra il comportamento di un sin-
golo cromosoma e il corrispondente carattere associato ad esso
nell’organismo (2.1).

Sutton arriva anche ad anticipare che vi puo essere pit di un
carattere sullo stesso cromosoma:

....... non abbiamo sinora indagato se un intero cromosoma o sol-
tanto parte di esso deve essere considerato come la base di un
singolo allelomorfo (unita di carattere). La risposta & inequivoca-
bilmente a favore della seconda possibilita: d’altra parte il nu-
mero di caratteri diversi posseduti da ciascun individuo non po-
trebbe superare il numero dei cromosomi caratteristici delle cel-
lule germinali, che & indubbiamente contrario ai fatti..... E possi-
bile che il cromosoma possa essere diviso in entita pit piccole......e
possono essere indipendentemente dominanti o recessive (2.1).

Indubbiamente l'uso della citologia congiunto allo studio del-
I'eredita dei caratteri aveva dato risultati incoraggianti. Negli
anni 1910-11 alla Columbia University si venne a costituire un
gruppo di ricercatori sotto la guida di T.H. Morgan. W.Castle
gli aveva suggerito di usare per i suoi studi il moscerino della
frutta, la Drosophila melanogaster. In quegli anni, insieme agli
studenti C.B. Bridges ed A.H. Sturtevant, Morgan applico la mu-
tagenesi chimica e fisica allo studio dei caratteri ereditari. Egli
noto che l'ereditarieta del carattere occhi bianchi (le mosche
in natura hanno occhi rossi) aveva caratteristiche particolari
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che potevano essere spiegate con una associazione di questo ca-
rattere (colore dell’occhio) con i cromosomi sessuali.

In un primo momento Morgan fu molto cauto nei confronti
di questa sua scoperta dal momento che altri studi compiuti su
farfalle non si accordavano con i suoi dati. Solo in seguito si
capi che tali discrepanze erano dovute alla diversa determina-
zione del sesso dei due organismi, con il maschio eterogameti-
co nella Drosophila ed omogametico nelle farfalle.

Proseguendo nel suo lavoro di mutagenesi in Drosophila me-
lanogaster Morgan riscontro che altri caratteri seguivano que-
sta ereditarieta “strana’’ che poteva essere spiegata con la lo-
calizzazione sul cromosoma X dei caratteri colore dell’occhio,
del corpo ed un tipo di ali ridotte.

In questo modo Morgan ed il “Drosophila group” diedero la
dimostrazione che nella Drosophila pitt geni erano localizzati
sul cromosoma X. ‘

Successivamente questi stessi ricercatori arrivarono alla di-
mostrazione della associazione di piti caratteri su uno stesso
cromosoma. In un lavoro comparso nel 1911 Morgan descrive
cosi il fenomeno:

...... In conseguienza, noi troveremo associazione per alcuni carat-
teri, e poca se non alcuna evidenza di associazione per altri ca-
ratteri; la differenza dipende dalla distanza lineare che separa il
materiale cromosomico tra i fattori...... I risultati dipendono sem-
plicemente dal modo con cui il materiale ¢ localizzato nei cromo-
somi, e dall’unione dei cromosomi omologhi, e le proporzioni che
risultano non sono altro che la espressione di un sistema nume-
rico che dipende dalla posizione relativa dei fattori nei cromoso-
mi. Invece della segregazione casuale nel senso Mendeliano noi
troviamo la “associazione dei fattori” che sono localizzati quasi
vicini nei cromosomi. La citologia fornisce il meccanismo che at-
tendevamo (2.2).

Indubbiamente il gruppo di Morgan aveva trovato la strada
giusta. Appena due anni dopo Sturtevant non solo arriva a po-
stulare un arrangiamento lineare dei caratteri ereditari sul cro-
mosoma, ma propone anche che I'associazione tra i caratteri
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dipenda dalla loro distanza e che la frequenza del crossing-over
(scambio) tra cromatidi possa essere convertita in una misura
lineare della distanza tra i caratteri. «

La scelta della Drosofila come oggetto di studi genetici per-
mise progressi molto rapidi: nel 1915 Sturtevant ipotizzd che
un dato fenotipo (ad es. carattere occhi bianchi o rossi) puo es-
sere determinato dal concorso di piti geni. Tale idea, concettual-
mente molto avanzata, fu formulata senza inferire nulla sulla
modalita con cui il gene arriva a determinare il carattere. Ri-
portiamo il passo in questione: -

Sebbene sappiamo poco circa la natura dei geni Mendeliani, sap-
piamo che non sono “determinanti’’ nel senso Weissmaniano. Que-
sto € vero nel caso seguente. La differenza tra il (selvatico) occhio
rosso e non colorato (bianco) nella drosofila & dovuto alla diffe-
renza in un singolo gene. Il rosso & un colore complesso, che ri-
chiede I'interazione di almeno cingue (e forse anche di pit1) geni
diversi per la sua produzione. E questi geni sono completamente
indipendenti, ogni cromosoma porta qualcuno di loro. Tuttavia,
il colore degli occhi & dipendente in maniera indiretta da un gran
numero di altri geni, come quelli dai quali dipende la vita della
mosca. Noi non possiamo, allora, in alcun senso identificare un
singolo gene con il colore rosso dell’occhio, anche se ¢'& un solo
gene che differenzia I'occhio in assenza di colore...... Cio signifi-
ca che quando noi parliame di un gene per gli occhi rosa, & un
gene che differenzia una mosca con occhi rosa da quella normale
-non un gene che produce gli occhi rosa per sé, il carattere occhi
rosa dipende dall’azione di numerosi altri geni (2.3).

Quale significato generale si trasse dai risultati ottenuti da-
gli studi sulla Drosofila?

Innanzitutto si era dimostrato sperimentalmente che i geni
erano localizzati sui cromosomi, cosa precedentemente solo in-
tuita o supposta. Inoltre, si era arrivati ad immaginare un or-
dine lineare dei geni lungo il cromosoma (la mappa del cromo-
soma 2 e della X confortano questa idea).

In terzo luogo, la costituzione genetica di un individuo, du-
rante la meiosi poteva subire dei rimaneggiamenti (lo scambio)
formando quelle combinazioni diverse che spiegavano la gran-
de variabilita osservata tra gli individui.

10

La natura del gene dopo la riscoperta delle leggi di Mendel

Questi risultati aprivano una nuova prospettiva su natura e
funzione dei geni. Anche in questo campo il contributo del “Dro-
sophila group” fu di notevole importanza, sebbene, come vedre-
mo in seguito, le loro idee non fossero esenti da critiche.

Nel 1916 dopo una certa riluttanza, come ci fa sapere Mul-
ler, Morgan si convinse della validita dell’ipotesi di Sutton sul-
I'interpretazione cromosomica dei fenomeni Mendeliani:

A priori non vi & dlcun motivo perché numerosi cambiamenti mu-
tativi non possano aver luogo nello stesso locus di un cromoso-
ma. Se noi pensiamo che un cromosoma sia fatto da una catena
di particelle chimiche, vi potrebbe essere un numero di ricombi-
nazioni o riarrangiamenti all'interno di ciascuna particella (ge-
ne). Ogni cambiamento potrebbe avere un effetto sul prodotto fi-
nale dell’attivita della cellula e dar luogo ad un nuovo mutante
(2.4).

Due anni prima Muller si esprimeva in questi termini circa
la possibile localizzazione dei geni sui cromosomi:

..... E difficile pensare che i gruppi di geni pit grandi (gruppi di
associazione) dovrebbero seguire la distribuzione dei cromoso-
mi pit grandi senza immaginare la connessione tra geni e cro-
mosomi, al punto che i geni siano particelle materiali realmente
localizzate e facenti parte del cromosoma con il quale vengono
trasportate (2.5).

Queste considerazioni di Morgan e Muller ebbero notevole ri-
lievo. In primo luogo, un consistente gruppo di ricercatori, il
Drosophila group, proponeva una base fisica dei geni, pur non
suggerendo nulla sulla loro natura. Inoltre cominciava ad in-
travvedersi una relazione stretta tra cromosoma (inteso come
latore delle informazioni ereditarie) e presenza in esso di “ca-
tene di particelle chimiche”. Era stata dimostrata, infine, la pre-
senza di pit alleli ad locus (colore degli occhi in Drosophila).

Non dobbiamo pero ritenere che tali risultati fosssero uni-
versalmente accettati: la teoria di Morgan e Muller venne in-
fatti vivacemente contrastata da R. Goldschmidt, il quale, ri-
prendendo la teoria della Pangenesi di de Vries, sosteneva che
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i cromosomi costituissero semplicemente un veicolo per i ge-
ni. I geni al termine della divisione cellulare lasciavano i cro-
mosomi per entrare nel metabolismo cellulare e ritornare infi-
ne nei cromosomi stessi.

Nel 1922 erano stati localizzati sul quarto cromosoma della
Drosophila circa 2000 geni. Morgan cerco di stimare la dimen-
sione del gene avvalendosi del seguente ragionamento. Poiché
il cromosoma 4 misura 7,5 micron ed ha una “larghezza” di 0.2
micron calcolando il volume e dividendo poi per il numero dei
geni, si ottiene, come diametro di un gene, un valore di 0,02 mi-
cron. Questi calcoli portavano Morgan a concludere:

Non & privo di interesse comparare queste stime con le dimen-
sioni delle molecole organiche. La molecola dell’emoglobina ha
(un diametro) di 2,5/1.000 di micron, e quella della caseina ha va-
lori simili. La dimensione di un gene sulla base di queste stime
sembra essere pit grande, ma non molto piu grande di molte mo-
lecole proteiche (2.6).

E evidente che Morgan accettasse l'ipotesi che la sostanza ge-
netica fosse di natura proteica, confortato in questa sua idea
dal fatto che i dati ottenuti nello studio del virus del Mosaico
del Tabacco dimostravano che esso era costituito dal 90% di
proteine.

Usando i raggi X per indurre mutazioni in drosofila Muller
ottenne numerosi ceppi mutanti, i cui cromosomi mostravano
cospicue alterazioni della loro forma. Cio costituiva un’altra evi-
denza del rapporto tra cromosomi ed ereditarieta.

Nel 1914 per indurre mutazioni in drosofila vennero usati i
raggi ultravioletti: in questo caso si ottenevano mutanti che non
mostravano alterazioni della struttura dei cromosomi.

Dall’inizio del secolo si sapeva che gli acidi nucleici e le pro-
teine avevano un assorbimento diverso se attraversate da ra-
diazioni UV. Poiche era noto che i raggi X non erano in grado
di rompere un legame peptidico le radiazioni ultraviolette, piu
deboli di quelle X, non potevano indurre rotture di legami pep-
tidici. Per sanare questa discrepanza tra le rotture cromosomi-
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che indotte dalle radiazioni X e la supposta natura proteica dei
geni, Muller propose che la radiazione colpisse il cromosoma
in modo particolare:

Poiché sappiamo che una molecola proteica non puo essere divi-
sa in due parti senza produrre la rottura di un legame peptidico
- almeno questo sostengono le pitt comuni teorie su queste mole-
cole - risulta molto probabile che le nostre grosse rotture cromo-
somiche, siano rotture, almeno, tra queste grandi molecole piut-
tosto che al loro interno (2.7).

Benché qui si possa apprezzare l'idea che il gene fosse una
macromolecola, le speculazioni di Muller per sostenere la na-
tura proteica del materiale ereditario ci appaiono ora ingenue
e denunciano l'ignoranza della chimica e della fisica, condivise
peraltro dalla maggioranza dei biologi dell’epoca. Una volta ac-
certato che il gene & una macromolecola, la ragione che faceva
propendere verso una sua natura proteica e non nucleica con-
sisteva nel fatto che gli acidi nucleici erano un insieme di te-
tranucleotidi, e quindi poco eterogenei per costituire la base
fisica dei caratteri ereditari. In tali condizioni era inevitabile
pensare che i geni fossero molecole proteiche.

E opinione comune tra gli epistemologi che i Genetisti non
si interessarono, se non marginalmente, alla natura chimica del
materiale ereditario, lasciando tale compito ad altri.

E bene ricordare tra i tanti ricercatori che cercarono di arri-
vare a determinare la base chimica del materiale ereditario, A.
Garrod che si occupo della base chimica delle malattie eredita-
rie e F. Griffith che inizio gli studi sulla trasformazione batte-
rica, proseguiti dalla scuola di Avery. Alla soluzione di questo
problema hanno contribuito in seguito in modo determinante
gli esperimenti sulla trasformazione batterica.

A sostegno dello scarso interesse dei genetisti per la base fi-
sica del materiale ereditario citiamo un passo della relazione
che Morgan tenne nel 1933 in occasione del conferimento del
premio Nobel:

Ora che li localizziamo nei cromosomi, abbiamo ragione di con-
siderarli come unita materiali, come corpi chimici di ordine su-
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periore alle molecole? Francamente, questi sono interrogativi che
il genetista non si & posto molto, se non saltuariamente, per con-
getturare sulla natura degli elementi postulati. Non vi & alcun con-
senso di opinioni tra i genetisti circa quello che i geni sono - se
essi realmente esistono oppure se sono fittizi - in quanto, al livel-
lo in cui si svolgono gli esperimenti di genetica, non fa la benche
minima differenza che un gene sia una unita ipotetica o una par-
ticella materiale. In ambedue i casi, 'unita & associata con un cro-
mosoma specifico e puo esservi localizzata mediante una analisi
puramente genetica. Quindi, se il gene & un’unita materiale, &€ un
segmento di cromosoma; se & un'unita fittizia, deve essere riferi-
ta a una ben definita localizzazione su un eromosoma: nella stes-
sa sede dell'ipotesi precedente. Non fa alcuna differenza, per la
ricerca genetica nella sua realta, quale dei due punti di vista &
accolto (2.8).

Indubbiamente una affermazione del genere puo farci chie-
dere perché i genetisti, dopo piu di trenta anni di ricerche aves-

sero una visione del gene non molto diversa da quella che ave-
va W. Johannsen, che nel 1909 affermava che:

il termine gene & privo di alcuna ipotesi (2.9).
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I éONTRIBUTI “NON GENETICI"” ALLA DEFINIZIONE
DELLA NATURA FISICA DEL GENE

Mentre i genetisti ponevano la loro attenzione esclusivamen-
te sui meccanismi dell’eredita, altri intrapresero lo studio del-
la natura delle molecole responsabili di tali meccanismi. Ben-
che gia all’inizio del XX secolo alcuni biologi ritenessero che
I'acido nucleico, componente della nucleina, fosse implicato nel-
I’eredita, tale ruolo fu in seguito attribuito unicamente alle pro-
teine, in quanto ritenute le uniche molecole dotate delle carat-
teristiche richieste al materiale ereditario.

Sarebbe erroneo pensare che la scoperta del DNA, della sua
natura e della sua funzione biologica sia avvenuta in pochi an-
ni e per merito di un ristretto numero di scienziati: fi1 necessa-
rio infatti pitt di un secolo di ricerche. Non possiamo non con-
cordare con Portugal e Cohen quando nel loro libro “A Centu-
ry of DNA. A history of the discovery of the structure and func-
tion of the genetic substance” si riferiscono a questo secolo di
ricerche:

Un numeroso gruppo di ricercatori che lavorava in numerosi cam-
pi diversi contribui al risultato finale, ma pochi, ricevettero di
pit di una soddisfazione personale dovuta all’aver partecipato a

* questo noioso, ed attentissimo lavoro. Le scoperte piu recenti ap-
paiono particolarmente eccitanti poiché sono avvenute in un’e-
poca nella quale la gran parte del “puzzle” era stato completato
suggerendo la tanto sospirata soluzione. Il “puzzle” comincio, co-
munque, con la scoperta del DNA nel 1869.

La storia di questa straordinaria scoperta & veramente inte-
ressante. J.F. Miescher, che si occupava di ricerche sulle cellu-
le linfoidi e di processi infiammatori, lavorava nel laboratorio
diretto dal Dr. Hoppe-Seyler a Tubinga. Egli si proponeva di
identificare e caratterizzare un gruppo di sostanze, chiamate
proteine, scoperte circa trenta anni prima da G.E. Mulder. Le
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stesse parole di Miescher ci riveleranno come si giunge alla in-
sperata scoperta.

Innanzitutto feci un tentativo per vedere se fosse possibile otte-
nere sostanze dal protoplasma purificato, vale a dire separato dal
nucleo.... ... Nell'esperimento in cui impiegavo soluzioni debolmen-
te alcaline per neutralizzarle si determinavano dei precipitati, che
risultavano insolubili sia in acqua che in soluzioni di cloruro di
sodio e pertanto non potevano appartenere ad alcuna delle pro-
teine conosciute sino ora. ....Donde veniva quel materiale?...... Esa-
minando le cellule purulente sotto il microscopio notd che trat-
tamenti con soluzioni debolmente alcaline provocava un rigon-
fiamento del nucleo ed a volte anche la sua rottura. ........ ... In ac-
cordo con le conoscenze dell’istologia, la sostanza avrebbe potu-
to appartenere al nucleo e percio mi affasciné. L’approccio pin
razionale fu quello di purificare i nuclei (3.1).

Dopo numerosi insuccessi decise di usare un enzima la pep-
sina. Purificata la pepsina dallo stomaco del maiale, tratto le
cellule per numerose ore: il sedimento osservato al microsco-
pio risulto costituito da nuclei puri. Li trattd come aveva fatto
in precedenza ed ottenne ancora il precipitato insolubile. Alla
fine dell’agosto del 1869 Miescher aveva ottenuto gli stessi ri-
sultati usando cellule di lievito, di rene, di fegato e di testicolo.

A Miescher non restava che determinare la composizione ele-
mentare della sostanza; e in cio fu aiutato dall’analisi eseguita
a Tubinga che indico una elevata presenza di fosforo ed un rap-
porto P/N veramente unico.

Miescher si convinse che:

non posso chiudere la mia mente all’idea della essenzialita del
P (fosforo) ..... 3.0.

In quegli anni Miescher credeva che la sostanza da lui isola-
ta, che chiamo nucleina, non fosse altro che un sistema di ac-
cumulo di fosforo per le esigenze della cellula. La scoperta del-
la nucleina non fu accettata facilmente: nel dicembre dello stesso
anno Miescher sottopose il lavoro per la pubblicazione al Me-
dical Chemical Journal, ma incontrd molte difficolta da Hoppe-
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Seyler, al punto che il lavoro non fu pubblicato p?ima df:l 1.871:
D’altra parte gli studi di Miescher erano molto discontinui e si
interessavano a numerosi problemi diversi che esulavano dal-
la nucleina.

Nella primavera del 1872 Miescher comunico alla Basel SO.'
ciety for Biological Research che nei nuclei degli spermatozoi
dei salmoni, insieme alla nucleina, trovava una nuova sostanza
proteica che chiamo protamina. Nel 1878 descrisse la compo-
sizione elementare della nucleina che risulto Ci Hy No P; Oss.
Nel 1889 R. Altmann riusci ad ottenere la nucleina priva di pro-
teine e suggeri per questo composto ricco di fosforo il nome di
acido nucleico.

Nel 1893 Miescher scriveva:

La continuita risiede non soltanto nella forma, ma anche piti pro-
fondamente nelle molecole chimiche. Essa risiede nella struttu-
ra dei gruppi atomici. In questo senso io sono un sostenitore con-
vinto della teoria chimica dell’ereditarieta. (3.2)

Successivamente egli si poneva in termini ancora piu critici
rispetto alla sua proposta ed aggiungeva:

E esclusivamente la sostanza od & la forma cosi come tale che vie-
ne ereditata? (3.2)

L’opera venne cosi ricordata nell’elogio funebre fatto dal Prof.
C. Ludwig:

...completi ed immortali studi il cui punto focale era la conoscen-
za del nucleo, e cosi i successori in tali ricerche, in tutti i paesi,
ricorderanno le sue ricerche come pioneristiche nel campo (3.3)

Miescher mori nell’agosto 1895, 26 anni dopo la scoperta della
nucleina. Benche sia la funzione biologica di tale sostanza che
la sua struttura chimica fossero del tutto oscure (e ben pochi
credessero che la nucleina avesse a che fare con i fenomeni ere-
ditari), Miescher, aveva fondato una solida scuola: un suo stL:f-
dente, A. Kossel, prosegui gli studi tesi a chiarire la composi-
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zione chimica della nucleina. Nel 1879 appare il suo primo con-
tributo sulla nucleina e nel 1910 egli viene proposto per il pre-
mio Nobel in Medicina.

Kossel per prima cosa aveva cercato di capire se la nucleina
estratta da cellule diverse contenesse gli stessi componenti e
nel 1885 dimostro che in essa erano presenti le basi azotate ade-
nina, xantina ed ipoxantina.

Nel 1893, con l'aiuto di A. Neumann, Kossel descrisse una nuo-
va base la timina, e nello stesso anno propose I'esistenza di al-
meno quattro tipi di acidi nucleici, ciascuno caratterizzato da
una sola base azotata.

Successivamente, Kossel si avvalse di un’altra procedura spe-
rimentale per identificare i componenti degli acidi nucleici. Do-
po l'idrolisi dell’acido nucleico estratto da timo di vitello, trat-
tava il precipitato con differenti concentrazioni di acido, con
tempi d’idrolisi e temperature diverse. Con queste tecniche Kos-
sel e Neumann identificarono nell’acido nucleico di timo: timi-
na, adenina, citosina, acido levulinico e come prodotti di degra-
dazione ac.formico, ammoniaca e fosforo. A. Ascoli in un suo
lavoro attribuisce a Kossel la scoperta di un’altra base azota-
ta, I'uracile. :

A quei tempi erano noti due tipi di acido nucleico: quello
estratto dalle cellule di lievito e quelle del timo di vitello.

I ricercatori di quell’epoca non sapevano che il primo & una
buona fonte di RNA e il secondo di DNA, e non sapevano nean-
che che le cellule eucariotiche contengono ambedue gli acidi
nucleici, anche se in proporzioni diverse. Si credeva invece che
I'acido nucleico estratto dal lievito fosse caratteristico delle
piante, mentre quello estratto dal timo fosse caratteristico del-
le cellule animali.

Per arrivare a definire la natura degli zuccheri presenti ne-
gli acidi nucleici furono necessarie molte ricerche. Infatti, ben-
che una prima scoperta sia addirittura del 1893 (per opera di
O. Hammersten che isolo dal DNA estratto dal pancreas uno
zucchero identificato come un pentoso), la definitiva identifi-
cazione degli zuccheri presenti nei nucleotidi avvennenel 1910.

18

I contributi “non genetici” alla definizione della natura fisica del gene

Uno dei motivi di questo ritardo, oltre all’inefficienza delle tec-
niche dell’epoca, va ricercato anche nel contesto culturale nel
quale tali ricerche venivano condotte. Infatti, cosi come Mie-
scher aveva ritenuto che I'alto contenuto in P degli acidi nucleici
li rendesse null’altro che una riserva di fosforo per la cellula,
anche Kossel per molto tempo penso che gli acidi nucleici non
costituissero altroche una fonte di carboidrati per 'organismo.

Kossel fu invitato a tenere una “Harvey Lecture” nell’otto-
bre del 1911. In questa occasione egli espose le sue opinioni sulla
biochimica della cellula ed introdusse il concetto di “Bausti-
ne” (elementi strutturali):

Il termine ‘Baustine” indicava che queste unita potevano essere
unite per formare strutture pilt grandi e la loro unione aveva luogo
secondo un piano determinato o una idea. Attraverso la unione
di “Baustine” si formano aggregati pitt ampi che noi chiamiamo
sia proteine, grassi, ac.nucleici, fosfatidi, polisaccaridi a secon-
da dei casi.

D’altro canto, le “Baustine” non sono le unita piu piccole deti
tessuti viventi, esse stesse sono costituite da un certo numero di
atomi diversi, comunemente carbonio, idrogeno, azoto, ossigeno
e zolfo. Esse sono, tuttavia, non soltanto unita anatomiche o strut-
turali ma anche unita fisiologiche. (3.4)

In questa lunga serie di ricerche tese ad elucidare la struttu-
ra degli acidi nucleici, merita di essere menzionato un altro ri-
cercatore P.A.T. Levene. Egli, insieme a W.A. Jacobs, ottenne
nel 1909 dal nucleoside dell’inosina e della guanosina uno zuc-
chero, il D-riboso, in forma cristallina. Nello stesso anno que-
sti Autori introdussero i termini nucleoside e nucleotide. Nel
1930 Levene e i suoi collaboratori ottennero dal timo di vitello
il 2-deossi-riboso mediante azione enzimatica e successiva idro-
lisi con acidi diluiti. ,

Essendo cosi giunti all’identificazione ed alla purificazione
di tutti i componenti degli acidi nucleici, per formare un acido
nucleico non restava che spiegare come sono uniti i singoli com-
ponenti, i nucleotidi. Questo obiettivo, tuttavia, sara raggiunto
solo nel 1953 ad opera di Watson e Crick.
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C’era invero difficolta ad isolare gli acidi nucleici,ma sopra-
tutto sino agli anni 40 nessuno pensava agli ac. nucleici come
macromolecole. Un ostacolo notevole alla considerazione ma-
cromolecolare dell’ac. nucleico ¢ da attribuire a Levene e Ja-
cobs per la loro ipotesi del tetranucleotide.

Kossel e Neumann nel 1893 avevano trovato nell’ac.nucleico
un rapporto quantitativo di due purine con due pirimidine. Nel
1902 T.B. Osborne ed I.F. Harris riportarono per l'ac. nucleico
estratto dal lievito i rapporti seguenti: guanina, adenina, due
uracili e quattro atomi di fosforo. Solo nel 1909 Levene ipotiz-
z0 che gli ac. nucleici contenessero quattro basi in proporzioni
equimolecolari (3.5). Nel 1914 W. Jones confermo questi risul-
tati, i quali assieme ai dati di sedimentazione che indicavano
un peso molecolare di 1500 (3.5), indussero Levene a formulare
I'ipotesi del tetranucleotide.

Le tecniche di estrazione dell’ac.nucleico erano altamente de-
gradative (attacchi nucleolitici) e I'azione delle idrolisi acide od
alcaline determinavano dimensioni tali da far pensare che la
molecola di DNA non fosse costituita da pitt di quattro nucleo-
tidi. ,

E accaduto spesso nella storia delle scoperte scientifiche che
quando si ritiene di essere ad un punto morto, una nuova sco-
perta, anche se in un campo apparentemente lontano dalla ri-
cerca principale, apre nuovi ed inattesi orizzonti . Fu cosi che
nel 1924, E. Hammersten, utilizzando una tecnica ideata da 1.
Bang, separo gli istoni dall’acido nucleico mediante azione di
alte concentrazioni di cloruro di sodio. Procedendo con molta
attenzione e raffinando le techniche di estrazione del DNA, Ham-
mersten e successivamente un suo studente T. Caspersonn ar-
rivarono a preparare DNA con pesi molecolari sino a 250.000.

Tra il 1920-30 T. Svedberg usando la tecnica della ultracen-
trifugazione arrivo a determinare per molecole di DNA pesi di
decine di migliaia di dalton.

Quando Caspersonn nel 1934 tento di filtrare il DNA per pu-
rificarlo dalle proteine, notd con sorpresa che esso rimaneva
attaccato al filtro
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Figura 1 Modello che raffigura 'ipotesi del tetranucleotide. Nella figura pir sta per
base pirimidinica e pur per base azotata purinica.
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....I1 fatto stupefacente era che i complessi di acido nucleico de-
vono essere piu grandi delle molecole proteiche. (3.6)

L’idea che il DNA fosse una macromolecola era ormai matu-
ra e lo stesso Levene nel 1931 arrivo a considerare che il DNA
fosse un colloide. In quegli anni infatti le sostanze che mostra-
vano alti pesi molecolari erano considerate molecole colloida-
li, ovvero aggregati molecolari tenuti insieme da legami ionici.
Poiche lo stato delle conoscenze sulle macromolecole era limi-
tato alla proposizione di uno stato colloidale della materia, si
pensava che il DNA potesse essere un aggregato di tetranucleo-
tidi.

Agli inizi degli anni venti H. Staudinger conduceva le sue ri-
cerche sulle proteine che considerd molecole di grandi dimen-
sioni, chiamandole macromolecole o polimeri (3.7), nei quali i
singoli componenti erano legati tra loro con legami covalenti.

Queste scoperte,tuttavia,non destarono troppa attenzione nel
mondo scientifico. Caspersonn, considerando del tutto acciden-
tale la scoperta della natura macromolecolare del DNA e non
credendo che i quattro nucleotidi potessero costituire una mo-
lecola cosi complessa come deve essere il latore delle informa-
zioni ereditarie, manifestd I'intenzione di cercare un metodo che
evidenziasse nei nuclei delle eventuali strutture proteiche.

Un qualche mutamento nel mondo scientifico si era comun-
que prodotto, se J.M. Gulland, un illustre biochimico degli aci-
di nucleici, poteva cosi affermare alla Chemical Society of Lon-
don nel 1938: :

sino a poco tempo addietro si pensava che i nuclei di tutte le cel-
lule vegetali contenessero un solo acido nucleico, mentre un al-
tro acido nucleico, simile alla costituzione, ma con dettagli diversi,
caratterizza le cellule animali. Questa generalizzazione non & piu
accettabile (3.8)

Lo stesso ricercatore alla stessa Societa avvalord nel 1943 1a
idea che il DNA fosse una macromolecola:
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...]a concezione di una molecola costituita da tetranucleotidi po-
limerizzati ha ricevuto conferma dalle indagini che dimostrano
alti pesi molecolari... (3.9) '

Egli suggeriva che i rapporti tra le basi potessero essere ““sta-
tistici”, ma in maniera sorprendentemente contraddittoria rac-
comandava come ipotesi pratica di lavoro l'idea di un polite-
tranucleotide.

Tra i contributi non strettamente genetici dobbiamo ricordare
anche alcuni studi di biologia cellulare.

Nel 1914 Feulgen mise a punto una reazione colorimetrica per
titolare il DNA (3.10), e nel 1923 questa tecnica divenne appli-
cabile ai nuclei di cellule contenute in sezioni di tessuto. Ca-
spersonn arrivo a rendere quantitativa questa reazione, usan-
do una lampada all’ultravioletto connessa ad un citofotometro.
Noto cosi che durante la meiosi:

..nel periodo tra V'inizio del leptotene,in cui difficilmente si puo
individuare nei nuclei una qualsiasi sostanza che assorba all’ul-
travioletto, e lo sviluppo delle tetradi complete, ricche di acidi
nucleici, si deve evidentemente avere una nuova sintesi genuina
di DNA (3.11)

Poiché l'interfase e la successiva profase erano correlate con
la perdita o con una nuova sintesi di sostanze assorbenti (DNA),
questa sostanza doveva essere essenziale per la duplicazione dei
cromosomi. Nello stesso lavoro Caspersonn attribui agli acidi
nucleici una funzione di sostegno del materiale ereditario: si
puo dire che da allora in poi il gene verra considerato una nu-
cleoproteina.

Per concludere, si puo dire che sia il metodo diretto (biochi-
mico) che quello indiretto (genetico) fallirono nel raggiungere
il risultato che si erano prefissi:I'identificazione del materiale
ereditario.

Ricorda J. Brachet, gia allora protagonista della ricerca bio-
logica, che nel 1931 un testo fondamentale come “Chemical Em-
briology” di J. Needham dedicava soltanto 16 pagine, su di un
totale di 1724, alla nucleina e i derivati dell’azoto. Cid non era
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tuttavia sorprendente, ricorda Brachet, perche a quel tempo tut-
ti erano interessati alla produzione di energia da parte della cel-
lula, al metabolismo intermedio ed ai meccanismi molecolari
delle ossidazioni, e ben pochi ricercatori si interessavano agli
acidi nucleici. Infine, benche lo stesso J. Brachet avesse dimo-
strato che I'RNA in qualche modo dirige la sintesi delle protei-
ne (3.12), questo risultato non desto troppo interesse visto che
molti dei biochimici dell’epopca pensavano alla sintesi protei-
ca come il processo inverso della proteolisi.

Schultz e Caspersonn, che utlizzarono i metodi citochimici
per studiare il DNA come latore delle informazioni ereditarie,
arrivarono alla conclusione che 'RNA dei cromosomi salivari
della drosofila ¢ sintetizzato sotto il controllo delle circostanti
sequenze di DNA (3.13).
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ALLA RICERCA DI UNA FUNZIONE PER IL DNA

Alla fine degli anni trenta la Genetica era giunta alla conclu-
sione che un allele controlla una differenza in un carattere. La
differenza tra un allele e I’altro presumibilmente doveva consi-
stere nella presenza o nella assenza di una reazione chimica,
la quale a sua volta era forse controllata da un enzima. L'enzi-
ma veniva considerato come il prodotto primario del gene, a me-
no che, enzima e gene non fossero addirittura la stessa cosa.

Proprio quando sia lo studio diretto (della costituzione chi-
mica del DNA e dei cromosomi) che quello indiretto (tentativo
di conoscere la natura del gene studiandone il prodotto finale,
il carattere) si erano rivelati infruttuosi, un fenomeno molto par-
ticolare come la trasformazione batterica, assunse un ruolo cen-
trale nella dimostrazione che il gene non era di natura protei-
ca, bensi un acido nucleico.

I due scienziati che, con i loro lavori sulla trasformazione bat-
terica e sulla identificazione della sostanza trasformante, con-
tribuirono in maniera determinante a svelare la natura del ge-
ne furono F.Griffith e O.T. Avery. Le loro ricerche erano tese
a scoprire la natura della sostanza chimica che rende patogeni
gli Pneumococci responsabili della polmonite.

Negli Stati Uniti agli inizi del secolo tale malattia era una delle
principali cause di morte.

Griffith era occupato come microbiologo in un laboratorio
del Ministero della Sanita ed aveva notato in una zona dell’In-
ghilterra un fatto estremamente interessante. Nel volgere di po-
chi anni, nella zona di Smethwich un tipo di pneumococco era
diventato molto diffuso a scapito di un altro tipo che era prati-
camente scomparso. Nel tentativo di comprendere la base del
fenomeno cerco nel suo laboratorio di determinare quale(i) fat-
tore (i) fossero implicati nella conversione di un tipo di pneu-
mococco nell’altro tipo all’interno dell’ospite. In particolare, la
sua attenzione si rivolse ad un tipo di pneumococco detto R
(rough = rugoso), privo della capsula che riveste la cellula ed

25



Medicina nei secoli (Supplemento)
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ha un comportamento non virulento, e ad un altro tipo detto
S (smooth = liscio) le cui cellule erano circondate da una cap-
sula di polisaccaridi ed era virulento per 'ospite.

Le sue esperienze furono comunicate dall’Autore stesso nel
Congresso Internazionale di Microbiologia che si tenne a Lon-
dra nel 1936. In sostanza egli era giunto alla conclusione che,
se si iniettavano in un topo cellule vive di pneumococco della

forma R del tipo I assieme a cellule uccise al calore della for- .

ma S del tipo I, i topi non riuscivano a sopravvivere all’infe-
zione e morivano. Dal loro sangue, Griffith isold colonie della
forma S. Non solo si era verificata la conversione dal tipo R a
S, ma la sostanza della capsula nelle colonie isolate era identi-
ca a quella delle cellule morte di tipo S e non apparteneva quindi
al tipo capsulare da cui erano state ottenute le cellule vive R.
Egli attribuiva alla sostanza S:

una struttura proteica specifica del pneumococco virulento, che
gli permette di costruire un carboidrato specifico solubile. Que-
sta proteina sembra essere il materiale necessario al ceppo R per
costituire la specifica struttura proteica della forma S (4.1)

Le esperienze di Griffith furono estese anche allo studio del
fenomeno in vitro ed ottenne lo stesso risultato osservato in vivo.

Quasi contemporaneamente anche Avery, nei laboratori del
Rockfeller Institute di New York, si occupava delle variazioni
osservate nei ceppi di Pneumococco, ponendo le prime basi per
la comprensione del fenomeno della trasformazione batterica.
Nel laboratorio da lui diretto L. Alloway aveva elaborato un si-
stema acellulare in grado di produrre la trasformazione. Egli
era riuscito ad ottenere dopo 1151 cellulare, centrifugazione e
precipitazione in alcool:

un precipitato che lentamente si depositava sul fondo della pro-
vetta (4.2)

Alloway concluse che 'esatta natura del materiale attivo in

questi estratti era ancora da determinare anche se, per la veri-
ta, propendeva per una sostanza di natura proteica.
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Nel 1941 Avery scriveva nei Scientific Reports della Rocke-
feller che:

gli studi sulla relazione tra capsula con carboidrati e virulenza
suggerivano che alcuni fattori responsabili della virulenza erano
localizzati all’interno della cellula e non correlati con la capsula
o con il tipo di polisaccaride prodotto.

Il Rockefeller Institute era a quel tempo all’avanguardia nel
settore dell’enzimologia:era quindi naturale che per studiare I'i-
dentita della sostanza trasformante se ne tentasse la degrada-
zione enzimatica e di conseguenza la scomparsa del fenomeno.

Procedendo su questa strada con 'aiuto di C. MacLeod e M.
McCarty, Avery arrivo alla pubblicazione del famoso la voro:
“Studies on the chemical nature of the substance inducing tran-
sformation of Pheumococcal types” comparso nel 1944 su Jour-
nal of Experimental Medicine.

La lettura del lavoro chiarisce molte cose sulle modalita spe- -
rimentali e sul significato del lavoro stesso:

I'interesse maggiore era il tentativo di isolare il principio attivo
da estratti batterici crudi e se possibile identificarne la natura
chimica od almeno caratterizzarlo al punto da collocarlo in un
gruppo di sostanze chimiche ben note (4.3)

Tra le metodiche sperimentali,va ricordato che durante la pu-
rificazione si aggiungeva alcool e si osservava:

...il materiale attivo si separava sotto forma di filamenti fibrosi
che si avvolgevano attorno alla bacchetta usata per miscelare (4.3)

Quando la sostanza fu esaminata, riveld la presenza di fosfo-
ro, assorbiva la luce ultravioletta con un massimo a 260 nm e
risultava avere un P.M. di almeno 500.000. Essa diede una for-
te reazione al Dische per il DNA, ma anche una leggera reazio-
ne Biol per 'RNA. L’analisi elementare della sostanza trasfor-
mante, confrontata con i valori teorici per il timonucleato di
sodio, concordo con essi.
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La strada seguita per identificare la natura chimica del ma-
teriale ereditario fu essenzialmente un processo per esclusio-
ne. La sostanza trasformante non risulto essere un carboidra-
to perche I'idrolisi enzimatica non ne modificava la capacita tra-
sformante: non avendo le proprieta di solubilita in alcool ed in
etere tipiche di un grasso non poteva essere di natura lipidica.La
sostanza in questione non poteva essere una proteina perche
dopo degradazione con chimotripsina non perdeva le capacita
trasformante e risultava, inoltre, negativa ai test per le protei-
ne (Biureto e Millon). Anche quando gli Autori cimentarono la
sostanza con la ribonucleasi,che idrolizza le molecole di RNA,
la capacita trasformante rimaneva. A questo punto, per esclu-
sione, rimaneva soltanto la possibilita che la sostanza fosse I'a-
cido deossiribonucleico ed, infatti, il suo trattamento con la
deossiribonucleasi rimuoveva completamente l'attivita trasfor-
mante.

Gli Autori esplicitamente affermarono:

Alla ricerca di una funzione per il DNA

siribonucleico, prova che esso ¢ il principio trasformante, poiche
le evidenze a disposizione suggeriscono tale conclusione, allora
gli acidi nucleici di questo tipo devono essere considerati non uni-
camente come elementi strutturali importanti ma come funzio-
nalmente attivi nel determinare la attivitd biochimiche e le ca-
ratteristiche specifiche della cellula di Pneumococco ( 4.3)

Successivamente, nel 1946, McCarthy ed Avery spiegarono me-
glio la loro ricerca.

Nel corso dei tentativi fatti per determinare la natura della so-
stanza trasformante, estratti di Pneumococchi relativamente im-
puri furono sottoposti all’azione enzimatica, nella speranza che,
cimentati con enzimi, si potesse avere qualche lume sull’identita
del costituente biologicamente attivo. La tripsina, la chimiotrip-
sina e la ribonucleasi cristallizzata non avevano alcun effetto sulla
capacita trasformante, mentre alcuni preparati enzimatici grez-
zi “‘di DNAsi” erano in grado di provocare la perdita completa
di tale attivita (4.4).

I dati ottenuti per via chimica, enzimatica e mediante analisi sie-
rologiche, con gli esami condotti con elettroforesi e con spettro-
fotometria all’'ultravioletto indicano che, entro i limiti delle me-
todiche, la frazione attiva non contiene tracce rilevabili di pro-
teine, né di lipidi non legati, né polisaccaridi sierologicamente po-
sitivi; consiste principalmente, se non solamente, di un acido deos-
siribonucleico in una forma molto polimerizzata e viscosa (4.3).

Le loro conclusioni fanno chiaramente intendere il valore della
scoperta che avrebbe aperto la strada alla identificazionme della
sostanza responsabile dei fenomeni ereditari.

I nostri risultati fanno ritenere che un acido deossiribonucleico
¢ 'unita fondamentale del principio trasformante del Pneumo-
cocco di tipo IIL

Potrebbe essere possibile che I'attivita biologica della sostan-
za descritta sia una proprieta non intrinseca dell’acido nucleico
ma dovuta ad una minima quantita di qualche altra sostanza as-
sorbita ad esso oppure cosl intimamente connessa con l'acido nu-
cleico da sfuggire all’analisi. Se, tuttavia, la sostanza biologica-
mente attiva, isolata nella forma di un sale sodico dell’acido deos-

28

Contrariamente a quanto ci si potrebbe attendere l'interesse
che tale scoperta suscito fu in realta limitato, forse anche a causa
di una obiezione mossa da A. Mirsky. Questi, che lavorava an-
ch’esso al Rockefeller Institute, sosteneva che le preparazioni
di DNA di Avery e collaboratori potevano essere contaminate
da un 1-2% di proteine e concludeva affermando:

Non sono stati ancora compiuti esperimenti che ci permettano
di decidere se questa proteina é eventualmente presente nell’a-
gente trasformante purificato, e se fosse cosi, allora ¢ di fonda-
mentale importanza per la sua attivita, in altre parole non & an-
cora stabilito se 'agente trasformante sia un acido nucleico od
una nucleoproteina (4.5)

E ancora, in un lavoro successivo Mirsky esprime nuovamente

un dubbio:

3

...c’¢, in base a quanto esposto, qualche dubbio che il DNA sia es-
so stesso 'agente trasformante. (4.6)
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A nulla servi la replica di McCarthy del 1946:

...le prove accumulate hanno stabilito oltre ogni ragionevole dub-
bio che la sostanza attiva responsabile della trasformazione sia .
un acido nucleico del tipo deossiriboso (4.7)

In definitiva, tali lavori ebbero ben poca rilevanza per il mondo
scientifico. Infatti, anziche verificare che la nucleoproteina era
I’agente responsabile della trasformazione oppure mettere a
punto un sistema di purificazione del DNA che ne garantisse
I’assenza di proteine, ci si attesto sull’idea, ormai diffusissima,
che erano le proteine le latrici dell’informazioni ereditaria.

Occorre ancora approfondire le conoscenze scientifiche de-
gli anni 40 che permisero a Watson e Crick di avanzare la loro
ipotesi della identita tra DNA e materiale ereditario.

Per descrivere la storia dei collegamenti tra genetica e bio-
chimica che tanta importanza ebbero per arrivare alla compren-
sione della funzione del gene, dobbiamo tornare indietro nel tem-
po, quasi alla fine del XIX secolo. Infatti, se é vero che l'ipotesi
“un gene - un enzima’’ non venne formulata in maniera esplici-
ta che negli anni quaranta da Beadle e Tatum, é pur vero che
vi erano stati numerosi tentativi di collegare la genetica con la
biochimica ed i piu1 significativi furono quelli di Garrod, Kithn
ed Ephrussi.

Meritano particolare attenzione le scoperte di un medico in-
glese, Sir A. Garrod, il quale sin dal 1895 si era occupato del-
I'alcaptonuria. Era noto che gli individui affetti da tale malat-
tia sono omozigoti per un allele mutato e che tale condizione
determina 'incapacita di metabolizzare I’acido omogentisico,
con conseguente accumulo di questo metabolita nelle urine. I
pannolini dei neonati affetti da questa malattia assumevano un
colore scuro quando venivano esposti all’aria e cio impressio-
nava i genitori che si rivolgevano ai medici.

Garrod studiando un bambino affetto da alcaptonuria che ave-
va in cura, giunse alle medesime conclusioni alle quali erano
giunti altri due medici Wolkow e Baumann: I’alcaptonuria era
causata da un accumulo di acido omogentisico.
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Nel suo classico libro “Inborn errors of metabolism” del 1909
Garrod afferma che il catabolismo & costituito da una serie di
reazioni nelle quali si ha la trasformazione successiva di pro-
dotti intermedi. Se nel metabolismo di una sostanza accade che

J’agente che la deve trasformare non & presente o & presente in-

una forma inattiva , allora si ha ’accumulo di un prodotto in-
termedio e cid pud causare una malattia.

Benché I'esposizione delle idee di Garrod ci possa oggi appa-
rire semplice, dobbiamo pensare che nel suo libro sono presenti
almeno due intuizioni molto avanzate: la prima ¢ il concetto di
via metabolica e la seconda ¢ il collegamento tra fenotipo ma-
lato e blocco metabolico.

Le idee di Garrod erano indubbiamente molto avanzate per
I'epoca: accadde cosi che furono recepite ben poco tra i chimi-
ci ed affatto tra i genetisti ed i medici. E evidente che a noi sem-
bra sin troppo facile pensare che se si fossero collegate le ri-
cerche di Miescher a quelle di Garrod, gia agli inizi del XX se-
colo sarebbe stato possibile costruire un paradigma concettuale
che avrebbe permesso di comprendere le successive scoperte
e programmare esperimenti significativi nella ricerca della co-
stituzione chimica del materiale ereditario.

Tra gli anni venti e quaranta, in molti laboratori europei si
studiava la formazione del colore rosso degli occhi di alcuni in-
setti come la drosofila o la Ephestia kiihniella.

Benché a queste ricerche dessero fondamentali contributi A.
Kiihn, T. Caspari e B. Ephrussi non si giunse tuttavia al di la
della comprensione che mutazioni geniche specifiche erano cor-
relate con la produzione o I'assenza di sostanze chimiche.

A Parigi G. Beadle nel laboratoraio di Ephrussi cerco di col-
tivare in vitro cellule di drosofila per studiare quali sostanze
determinavano la comparsa del colore rosso dell’occhio. Egli
avanzd l'ipotesi che, malgrado l'assenza di una:

prova diretta dell’intervento di enzimi nel sistema, esso viene co-
munque ammesso perche, per il momento, costituisce un mecca-
nismo semplice grazie al quale i geni possono controllare le rea-
zioni (4.8)
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Al ritorno negli Stati Uniti Beadle divenne professore di Ge-
netica alla Stanford University in California dove pote avvaler-
si della collaborazione di E.L.Tatum che aveva lavorato nel cam-
po dei fattori di crescita dei microorganismi. L'unione dei loro
sforzi fu coronata da successo poiché il loro lavoro condotto
sulla Neurospora avrebbe portato alla celebre formulazione “un
gene - un enzima’’.

Vediamo quali furono le ragioni che indussero Beadle e Ta-
tum ad abbandonare gli insetti ed a scegliere come oggetto del-
la loro ricerca la Neurospora. Essi, infatti, si resero ben presto
conto che tutto sarebbe stato piu facile se avessero usato un
organismo con esigenze di crescita pitt semplici. La scelta del-
la Neurospora venne cosi giustificata:

I funghi, invece, sembravano pili promettenti. L’ascomicete Neu-
rospora ha un ciclo vitale praticamente ideale per gli studi di ge-
netica, puod essere coltivato in condizioni asettiche, non ha neces-
sita di spazio irragionevoli, ed & stato studiato piuttosto ampia-
mente dal punto di vista genetico (4.9)

Ancora piu felice fu la decisione di capovolgere il sistema d’in-
dagine sino allora usato, ovvero:

la nostra idea di invertire la rotta e di cercare mutazioni geniche
che influenzassero reazioni chimiche note, ci sembra ovvia. (4.10)

Beadle e Tatum irradiarono con raggi X ceppi selvatici di Neu-
rospora capaci di crescere su un terreno minimo. A seguito del-
I'irradiamento ottennero colonie mutanti che crescevano solo
su un terreno arricchito di un fattore di crescita (nel caso in
questione essi si occupavano della sintesi della vitamina Bs).
Per identificare il danno indotto, ovvero i geni implicati, incro-
ciavano la colonia irradiata con una di tipo selvatico. In questo
modo, in pochi anni, essi disposero di centinaia di mutanti cia-
scuno dei quali per una determinata funzione (la sintesi di una
vitamina, di un aminoacido ecc...).
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L’approccio ci appare oggi molto semplice: i raggi X provo-
cano un danno al DNA e il DNA mutante determina a sua volta
la comparsa di un carattere mutante (fenotipo mutante). ‘

Quando il fenotipo mutante era determinato dalla assenza di
una particolare capacita presente invece nel ceppo selvatico,
occorreva aggiungere al terreno di crescita del ceppo mutante
una determinata sostanza, detta fattore di crescita: in tal mo-
do si osservava di nuovo la crescita del ceppo. La incapacita di
crescere su un terreno minimo indicava la perdita di una qual-
che funzione necessaria alla crescita e la sostanza che una vol-
ta a'ggiunta permetteva nuovamente la crescita rivelava il dan-
no indotto dalle radiazioni.

Gli Autori pubblicarono nel 1941 le loro ricerche, che ancora
oggi rappresentano un brillante esempio di integrazione di d{-
verse discipline. Essi, infatti, trassero dalla Genetica la tecni-
ca dell’induzione delle mutazioni con raggi X e quella dell’in-
crocio; mentre é un approccio di tipo biochimico lo studio de-
gli intermedi delle vie metaboliche.

La premessa del loro lavoro afferma chiaramente che:

E legittimo supporre che (questi) geni (che sono essi stessi parte
del sistema) controllano o regolano specifiche reazioni (nel siste-
ma) sia agendo direttamente come enzimi o determinando la spe-
cificita degli enzimi (4.11)

Le conclusioni fanno chiaramente intravvedere come il loro
approccio avesse aperto una nuova strada:

pud offrire una premessa favorevole ad un metodo che permetta
di conoscere qualcosa di pitt su come i geni regolano lo sviluppo
e la funzione (4.11)

La conclusione piu rilevante del loro lavoro consiste, comun-
que, nel fatto che per i successivi quindici anni si pensera al
gene come a qualcosa che specifica un enzima.
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5.

LA BIOLOGIA MOLECOLARE E LA DOPPIA ELICA

Io penso che la scoperta della doppia elica e gli sviluppi che ne
sono derivati costituiscano il pit grande sviluppo della Biologia
e delle nostre conoscenze della vita che abbia avuto luogo negli
ultimi cento anni L. Pauling (1974)

Gli anni quaranta vengono generalmente ricordati come gli
anni della nascita della biologia molecolare. Per quanto concerne
il termine biologia molecolare sara bene ricordare come gia
J.C.Kendrew asseriva che era stato infelice ridurre la denomi-
nazione originale che definiva questa disciplina come ‘“‘biolo-
gia a livello molecolare” a quella divenuta poi popolare intor-
no agli anni 60. x

Tra i numerosi contributi alla nascita della biologia moleco-
lare ricordiamo la scuola strutturistica di W.T, Astbury e di L.
Pauling ed il gruppo del fago fondato da M. Delbriick. Ricorda-
re questi scienziati € doveroso per i loro fondamentali contri-
buti alla definizione stessa di biologia molecolare, ma accanto
a questi contributi & bene annoverare quello della biochimica
(5.1). Astbury, ad esempio, definiva la biologia molecolare co-
me segue:

Essa & particolarmente implicata con la forma delle molecole bio-
logiche...... la biologia molecolare & principalmente strutturale e
tridimensionale, non vuol dire, tuttavia, che sia semplicemente
una rifinitura della morfologia.

Essa deve allo stesso tempo indagare la nascita e la funzione
delle molecola (5.2)

Secondo G.S. Stent le scuole di biologia molecolare furono
essenzialmente due: “‘strutturistica” o tridimensionale e quel-
la “informazionale” o unidimensionale.

L’Autore aggiunge:

...... vi & una profonda differenza tra i fondatori delle due scuole
nei confronti dell’importanza della fisica in biologia.... Non solo
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la scuola unidimensionale o informazionale non ebbe nulla in co-
mune con la biochimica ma i suoi iniziali seguaci erano addirit-
tura ostili ad essa. La scuola tridimensionale o strutturistica, tut-
tavia, puo essere considerata una vera e propria branca della bio-
chimica. (5.3)

Secondo Stent questa seconda discende a buon diritto dalla
scuola inglese e corrisponde alla definizione di Astbury di bio-
logia molecolare che abbiamo appena riportato. (5.4 - 5.7)

La paternita della scuola informazionale viene generalmen-
te attribuita a Delbriick, il quale alla vigilia della seconda guerra
mondiale lascia la Germania per raggiungere gli Stati Uniti do-
ve comincia nel 1938 il lavoro con i batteriofagi ( virus che in-
fettano i batteri per assicurare la loro riproduzione). Delbriick
considerava tali particelle oggetti ideali di studio non solo per
I'autoreplicazione del materiale biologico ma anche per la com-
prensione della base fisica dell’eredita. La scelta di questo ma-
teriale di studio va anche ricondotto al fatto che nel 1935 W.M.
Stanley era riuscito a purificare il virus del mosaico della fo-
glia del tabacco (TMV). (5.8)

Se ¢ vero che il lavoro di Stanley ha avuto una influenza de-
terminante nell’orientare lo studio delle proprieta autoripro-
ducentesi del materiale vivente verso i virus, & pur vero che po-
nendo 'accento sulla quasi esclusiva presenza delle proteine co-
me costituenti del TMV condiziono notevolmente il pensiero di
scienziati come Muller e Delbriick circa I'identita del materia-
le ereditario.

Delbrtiick non fu l'unico fisico ad interessarsi di biologia: tra
gli altri, S. Benzer, M. Wilkins e G.S. Stent si avvicinarono a que-
sta disciplina dopo aver letto il libro di E. Schroedinger ‘“What
is Life”’; un testo che influenzo profondamente molti altri ricer-
catori tra cui F. Crick.

Nel 1950 E. Chargaff scrisse un articolo che ha posto alcune
delle basi per la formulazione, da parte di Watson e Crick, del
celebre modello del DNA.

Chargaff scriveva:
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Negli ultimi anni abbiamo assistito ad una enorme riviviscenza
di interesse per le proprieta chimiche e biclogiche degli acidi nu-
cleici, che sono componenti essenziali per la vita di tutte le cellu-
le. Cio non & particolarmente sorprendente, poiché la chimica da-
gli acidi nucleici rappresenta uno dei maggiori problemi non ri-
solti in biochimica. Non & facile dire cio che ha fornito 'impulso
di questa quasi improvvisa rinascita. Sara stato il lavoro di E.
Hammersten (5.9) sulla polimerizzazione dell’acido deossiribonu-
cleico del timo di vitello? Oppure questa rinascita dipende da studi
biologici come quelli di Brachet (5.10) o di Caspersonn (5.11). Op-
pure & stata l'importantissima scoperta di Avery e collaboratori
sulla trasformazione del pneumococco che ha iniziato questa va-
langa....

Lo stato dell’arte del problema degli acidi nucleici, a quel tem-
po era contenuto nella monografia di Levene (5.12). La vecchia
ipotesi del tetranucleotide era ancora dominante.....

Quantunque la formulazione dell’ipotesi del tetranucleotide ri-
sulta spiegabile su di una base storica, essa manca di una ade-
guata base sperimentale, in particolare per quanto riguarda “l'a-
cido timonucleico”. Sebbene solo due acidi nucleici, 'acido deos-
siribonucleico o di timo di vitello o I'acido ribonucleico, siano stati
analizzati con qualche dettaglio, tutte le conclusioni che proven-
gono dallo studio di queste sostanze sono state immediatamente
estese a tutta la natura, un salto di una tale ampiezza che stupi-
rebbe un acrobata....

II peso molecolare dell’acido nucleico di origine animale non
& attualmente noto ..... resta che 'acido deossipentoso sia una so-
stanza ad alto peso molecolare al pari di quello di una proteina
se non superiore.

Chargaff cosi conclude il suo articolo:

Gli acidi deossipentoso derivanti da cellule di animali o da mi-
croorganismi contengono proporzioni diverse dei quattro com-
ponenti azotati, come adenina, guanina, citosina e timina. La lo-
ro composizione risulta essere caratteristica della specie, e non
del tessuto, dalla quale essi derivano....

I risultati permettono di confutare l'ipotesi del tetranucleoti-
de. Tuttavia vale la pena di notare - non si pud ancora dire se que-
sto sia nulla di pit che un fatto incidentale - che in tutti gli acidi
nucleici contenenti il deossipentoso ed esaminati sinora, i rap-
porti molari tra le purine totali e le pirimidine totali, ed anche
dell’adenina rispetto alla timina e della guanina rispetto alla ci-
tosina, non sono lontani dall’unita (5.13)
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I risultati raggiunti da Chargaff e collaboratori costituisco-
no il ribaltamento della ipotesi del tetranucleotide, e questi in-
dicavano che: '

Irapporti molari rivelano certe sorprendenti regolarita forse prive
di significato (5.14)

Chargaff, che aveva intrapreso tale studio al fine di stabilire
un parallelo tra relazione tassonomica e composizione in basi
del DNA, trovo quasi fastidiose queste regolarita che troveran-
no una propria spiegazione. ,

In Inghilterra intanto si studiavano le proteine ed acidi nu-
cleici con i raggi X. Nel 1938 Astbury e Bell in un loro lavoro
affermavano:

Da cio che noi sappiamo dallo studio con raggi X e gli studi sulle
proteine fibrose ... & naturale assumere, almeno come prima ipo-
tesi dilavoro, che esse (proteine) costituiscano la carta sulla qua-
le & scritta la storia della vita (5.15)

Ancora una volta, il DNA viene relegato ad un ruolo seconda-
rio, sebbene questi stessi Autori studiassero con la cristallogra-
fia ai raggi X le preparazioni del DNA fornite loro da Hammer-
sten, ipotizzando anche una loro struttura ( Fig. 2)

Questi contributi della scuola strutturistica inglese permet-
teranno a Watson, Crick, Wilkins e la Franklin, di giungere al-
la comprensione della struttura tridimensionale del DNA.

Ancora in Inghilterrra negli anni 50 I'interesse per lo studio
della struttura del DNA, aveva portato J.D. Bernall ad invitare
S. Fueberg, dell’Universita di Oslo, a lavorare nel suo laborato-
rio. Questi comincio ad occuparsi di cristallografia dei nucleo-
tidi forniti da D.O. Jordan di Notthingham.

Abbiamo ricordato come Wilkins, di origine fisico, si sia av-
vicinato alla Biologia dopo la lettura di "What is Life ?’. Termi-
nata la seconda guerra mondiale, egli ritorno da J.T. Randall
al King's College di Londra, dove comincio ad occuparsi dell’o-
rientamento delle basi azotate nel’RNA del virus del mosaico
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Figura 2 Rappresentazione di un modello della molecola di DNA proposto da Astbury
e Bell. Risulta evidente la natura elicoidale del modello anche se raffigura una mole:
cola a singolo filamento. Sulla sinistra & rappresentato l'andamento planaxje delle basz
azotate, oggi sappiamo essere la condizione perche s’instaurino le fgrze }drofoblche
tra le basi sovrapposte determinando la grande stabilita delle doppia elica.
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delle foglie del tabacco. Nel 1951 egli giunse alla conclusione
che i risultati ottenuti con la diffrazione ai raggi X, permette-
vano di affermare che il DNA possedeva le caratteristiche di
un’elica.

Nel 1951 R. Franklin si aggiunse al gruppo di Randall e que-
sti gli suggeri di occuparsi della cristallografia delle fibre del
DNA. II lavoro doveva essere seguito da R.G. Goslin.

Per numerose ragioni i contatti tra la Franklin e Wilkins non
furono molti né cordiali. Nel contempo Wilkins ando alla Sta-
zione Zoologica di Napoli dove ottenne delle preparazioni di
spermatozoi sui quali condurre i suoi studi.

Poiché tutti coloro che si occupavano di cristallografia del
DNA disponevano di fibre di DNA e non di cristalli, era di vita-
le importanza sapere quale grado di idratazione avessero tali
fibre. Si era comunque concluso che le forme A e B del DNA
avessero una struttura essenzialmente simile e che le differen-
ze erano dovute al grado di idratazione.

Anche F. Crick, come Wilkins, era un fisico e lavorava al Me-
dical Research Council di Cambridge ed era costantemente in-
formato dei progressi del suo amico Wilkins. Con I'arrivo di J.
Watson a Camdridge aumento 'interesse di Crick per la strut-
tura del DNA.

Watson, consegui un Bachelor in scienze a Chicago, dopo la
laurea era rimasto affascinato dalla virologia; venuto in con-
tatto con Luria, decise di conseguire un Dottorato sulla geneti-
ca dei virus.

Watson trascorse un periodo di tempo in Europa occupan-
dosi del progetto che prevedeva lo studio del destino del trac-
ciante radioattivo P;, (incorporato nel DNA) all’interno del fa-
go. Nel 1951 partecipo a Napoli ad un congresso sulla struttu-
ra delle macromolecole biologiche, dove venne a conoscenza dei
risultati di Wilkins.

L’interesse di Watson per la molecola del DNA e la sua strut-
tura nasceva dal fatto che, come egli afferma nel suo libro “La
doppia elica’:
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gli esperimenti di Avery suggeriscono con forza che la futura spe-
rimentazione dimostrera che tutti i geni dovrebbero essere com-
posti di DNA. (5.16)

Sempre dalla stessa fonte apprendiamo che disse a Luria:

la vera risposta verra soltanto dopo che si sara conosciuta la strut-
tura chimica del gene di un virus (5.16)

Possiamo immaginare che dopo la permanenza a Napoli Wat-
son non cercasse altro che andare a lavorare in un laboratorio
dove potesse apprendere i segreti della cristallografia. Dopo aver
escluso Londra ed il California Istitute of Technology di Pasa-
dena decise di andare da M.F. Perutz a Cambridge. Luria cerco
di favorire questo interesse e raccomando Watson a J. Kendrew,
il quale fece in modo che Watson conoscesse Crick. Nonostan-
te possedessero caratteri molto diversi i due si affiatarono molto
presto. v

Poiché in Inghilterra la ricerca sulla struttura del DNA era
quasi monopolio di Wilkins,l’amicizia che mediante la cristal-
lografia legava Crick a Wilkins lo indusse a non invadere que-
sto campo d’indagine. Fu cosi che Watson e Crick scelsero di
costruire, come gia aveva fatto Pauling, dei modelli molecolari
che fossero compatibili con i risultati ottenuti dalla cristallo-
grafia negli altri laboratori:

Tutto cid che dovevamo fare era di costruire un certo numero di
modelli .... con struttura elicoidale (5.16)

L’ipotesi di lavoro di Watson e Crick era dunque che il DNA
avesse una struttura ad elica. Essi erano convinti che l'unione
della cristallografia con la stutturistica molecolare sarebbe stata
la carta vincente nella corsa alla decifrazione della struttura
del DNA. L’idea di Crick era che:

si deve imitare L. Pauling e batterlo sul suo stesso campo (5.16)

Nel novembre del 1951 Watson ascolto al King's College un
seminario tenuto da R. Franklin che lo scoraggio molto. Infat-
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ti, secondo la Franklin, era possibile giungere alla comprensio-
ne della struttura del DNA soltanto con la cristallografia, men-
tre riteneva del tutto collaterale 'approccio dei modelli mole-
colari. Quella sera stessa Watson riferi a Crick (peraltro in ma-
niera inesatta) i dati della Franklin e su questa base decisero
di costruire un modello a tripla elica con lo scheletro zucchero-

fosfato al centro della molecola. Questa strada cieca verra se- -

guita anche da Pauling che non la abbandonera pit.

Quando Crick espose a Wilkins il modello da loro costruito,
questi obietto subito che non si accordava con i dati cristallo-
grafici della Franklin. Fu cosi che Watson e Crick abbandona-
rono temporaneamete la costruzione dei modelli molecolari.

Nel maggio del 1952 H. Hershey aveva concluso il suo lavoro
sulle modalita d’ingresso del DNA del batteriofago all’interno
della cellula ospite, lavoro che metteva in rilievo senza dubbio
I'importanza del DNA come materiale ereditario. Quando Wat-
son e Crick seppero che Pauling e Corey si stavano occupando
della struttura del DNA (e che la Franklin riteneva che il DNA
fosse costituito da un doppio filamento con lo scheletro
zucchero-fosfato all’esterno) ritornarono rapidamente al lavo-
ro di costruzione dei modelli.

Leggendo il lavoro di Pauling e Corey, Watson e Crick si ac-
corsero che questi consideravano le fibre del DNA come ani-
dre e per questo motivo gli Autori erano portati a proporre per
il DNA una struttura a tre eliche.

Nel febbraio del 1953 Watson si recod a Londra per discutere
con la Franklin e Wilkins la struttura pubblicata da Pauling.
La discussione risultd abbastanza burrascosa e quasi subito la
Franklin si ritiro nel suo laboratorio. In quella occasione, tut-
tavia, Wilkins mostro a Watson per la prima volta, un’ottima
copia di un diffrattogramma di un DNA di tipo B ottenuta dal-
la Franklin. Subito Watson noto che tale imagine faceva pensa-
re ad una struttura ad elica, ma non comprese bene le motiva-
zioni per cui la Franklin asseriva che nel DNA di tipo B i due
filamenti dovessero essere avvolti ad elica.
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Alla richiesta se la fotografia era compatibile con un model-
lo a due eliche Wilkins rispose affermativamente.
Durante il viaggio di ritorno a Cambridge Watson rifletté mol-

" to se il modello dovesse essere a due o tre filamenti e giunto

al College saltando il cancello decise per il modello a due fila-
menti. Appena ne parlo con Crick, questi si dimostro d’accor-
do, consapevole dell'importanza della complementarieta nelle
strutture biologiche.

La scelta del modello a due filamenti merita di essere analiz-
zata piu a fondo. E ovvio che & del tutto improbabile che sia
stato il salto del cancello del College a determinare ’abbando-
no da parte di Watson del modello a tre filamenti a favore di
quello a due. Piu ragionevolmente, la lettura di un lavoro di Pau-
ling e Delbrueck (5.17) potrebbe aver contribuito a tale scelta.
Pauling ricorda circa venti anni dopo:

...di non aver dimenticato che lui e Delbriick avevano suggerito
che il gene potrebbe essere costituito da due molecole comple-
mentari, ma che per qualche ragione, che ora non mi & piu chia-
ra, la struttura a tripla elica mi attraeva, probabilmente perche
assumere una struttura con un triplice asse semplifico la ricerca
di una struttura accettabile (5.18).

Altre considerazioni potevano aver indotto Watson e Crick a
cegliere una doppia elica. Watson, infatti, ricordava che la
Franklin era giunta alla conclusione che le basi erano al centro
e lo scheletro zucchero-fosfato all’esterno. Perutz, inoltre, ave-
va mostrato a Crick, nel febbraio del 1953, un rapporto riser-
vato ai membri del comitato di Biofisica del MRC dove erano
raccolti i dati che la Franklin e Randall avevano raggiunto nel
dicembre del 1952. Perutz ricorda che Crick fu molto impres-
sionato:

un indizio importante era quello che suggeriva I'esistenza di un
doppio asse di simmetria che era normale all’asse della fibra, cid
imponeva che le catene della doppia elica avessero polarita in-
verse (5.19)
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Nel corso delle loro ricerche Watson e Crick si avvalsero del-
la collaborazione di J. Griffith, il nipote di Avery, al quale Crick
propose: :

Poiché le base sono piane, forse lo sono perché possono impilar-
si I'una sull’altra ed attrarsi. Perché non cerchi di vedere se I'a-
denina attrae I'adenina e cosi via? (5.20)

Durante un successivo incontro occasionale con Griffith, Crick
chiese:

Ha gia fatto i calcoli? e questi rispose: “‘Si, ho trovato che I'ade-
nina attrae la timina e la guanina la citosina” (5.20)

Crick ricorda:

...sono sicuro che non ero al corrente, a quell’epoca, delle regole
di Chargaff, anche se Watson sostiene che me le aveva menziona-
te gia tempo prima. Se anche lo avevo fatto, le avevo semplice-
mente dimenticate nel frattempo (5.20)

Poco dopo questo incontro Kendrew presento Crick a Char-
gaff, che quel luglio del 1952 era in visita a Cambridge.
Crick ricorda cosi I'incontro:

Chargaff ribatte “‘Ma ci sono i rapporti 1:1” Che cosa sono? - chiesi
- “E tutto pubblicato . Non avevo mai letto la letteratura e per-
tanto non sapevo nulla; poi mi parlo e Ueffetto su di me fu elet-
trizzante : ecco percheé lo ricordo. Subito pensai : *“ Mio Dio, se
si hanno degli appaiamenti complementari, allora si & costretti -
ad avere un rapporto 1:1 . A questo punto avevo dimenticato che
cosa Griffith mi aveva detto. Non ricordavo il nome delle basi.
Cosi mi recai da lui e gli chiesi quali erano queste basi: me le scris-
se su un foglio di carta. Avevo dimenticato ora quello che Char-
gaff mi aveva detto, per cui dovetti tornare indietro e cercare nella
letteratura. Con mio stupore, le coppie di cui avevo parlato con
Griffith erano le stesse a cui si era riferito Chargaff. (5.20)

L’ignoranza di Watson e Crick circa la struttura chimica del-
le basi azotate aveva molto colpito Chargaff:
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Quando li incontrai per la prima volta a Cambridge, nella prima-
vera del 1952, non sembrava che essi sapessero molto o addirit-
tura nulla del mio lavoro, e neppure della struttura e della chi-
mica delle purine e delle pirimidine .... Per quanto posso ricorda-
re, fui io a spiegare per primo a Watson e Crick, a un pranzo or-
ganizzato da Kendrew, le nostre osservazioni sulle regolarita del
DNA e a dir loro che, a qualsiasi struttura pervenissero, essa
avrebbe dovuto tener conto dei nostri rapporti complementari.
Si informarono da me mi pare, dei possibili accoppiamenti tra
le basi ed io risposi: “Adenina con timina, guanina con citosina,
purine con pirimidine”. (5.20)

Un grande aiuto, per la soluzione del problema, venne loro
da J. Donohue, un esperto di legami idrogeno. Egli spiegd a Wat-
son che le basi da lui usate erano in forma tautomerica errata
(quella enolica) suggerendo di usare invece la forma chetonica.
Watson e Crick erano ormai in grado di appaiare correttamen-
te le basi e di formare il legame d’idrogeno, e fu cosi che quan-
do si misero a costruire il modello con le basi apppaiate all’in-
terno apparve loro chiaro perche i rapporti tra le basi, trovati
da Chargaff, erano di 1:1.

Nella costruzioni del modello sorsero altre difficolta, come
ad esempio, il tipo di legame che teneva uniti i nucleotidi al-
I'interno della catena polinucleotidica (usarono il legame 3'- 5’)
oppure la misura dell’angolo che le basi azotate dovevano for-
mare rispetto all’asse dell’elica. Watson mostro il modello a
Crick ed ottenuta la sua approvazione, consultd Donohue per-
che verificasse la correttezza dell’appaiamento delle basi.

Watson e Crick ormai sicuri del loro modello, inviarono una
lettera a Delbriick, nella quale descrivevano i risultati da loro
ottenuti, pregandolo tuttavia di non darne notizia a Pauling. Ken-
drew un ricercatore amico di Perutz cerco Wilkins, e lo avverti
che il modello era pronto: quando Wilkins lo vide, ne rimase
convinto; il modello era in accordo con i suoi dati e con quelli
della Franklin.

Gli autori insieme a Bernall e Randall raggiunsero 'accordo
di inviare alla rivista Nature tre lavori distinti: uno di Wilkins,
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Strokes e Wilson, un secondo della Franklin e Goslin ed un ter-
zo di Watson e Crick. ,

11 terzo contributo quello di Watson e Crick, fu tuttavia il pri-
mo ad essere pubblicato, nel fascicolo del 25 aprile del 1953.
Perche I'Editore ha ritenuto importante premettere il modello
agli altri due lavori?

Benché non si abbia una risposta certa a questa domanda, &
probabile che i risultati di Watson e Crick fossero stati ritenu-
ti piu “spettacolari”’, dando cosi la preferenza alle conclusioni
piuttosto che alle meno “appariscenti” prove del modello.

Alcuni mesi dopo la pubblicazione su Nature del loro lavoro
Watson e Crick ne pubblicarono un altro. In questo essi specu-
larono attorno ad una caratteristica essenziale della molecola
del DNA: la capacita di autoreplicazione.

Questa cornice concettuale permise a numerosi ricercatori
di affrontare il problema delle modalita della replicazione del-
la molecola del DNA. Tra questi meritano una particolare men-
zione Meselson e Stahl (5.21), i quali dimostrarono che in un
batterio, E. coli, la replicazione del DNA avviene in maniera se-
miconservativa, ovvero, un filamento della doppia elica serve
da stampo per I'altro filamento che viene sintetizzato sulla ba-
se della complementarieta delle basi. In questo modo ogni cel-
lula figlia riceve un filamento di DNA che ¢ identico a quello
della cellula madre (rappresentato dal filamento vecchio) ed uno
neosintetizzato (filamento complementare a quello vecchio). Que-

sto esperimento, insieme a quello di Taylor (5.22) che ottenne

gli stessi risultati in organismi eucariotici, ha fatto si che il mon-
do scientifico accettasse il modello di Watson e Crick, conclu-
dendo una prima tappa nella identificazione della base chimi-
ca del materiale ereditario, la cui storia era iniziata nel 1869.

Biochimica e Genetica si ricongiungono quando si € raggiun-
ta la prova che il gene & costituito da un acido deossiribonu-
cleico. In effetti dobbiamo ricordare anche le esperienze di
Fraenkel-Conrat e Williams nel 1955 che dimostrarono che il
virus del mosaico della foglia di tabacco & costituito da protei-
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ne ed RNA e solo quest’ultimo & necessario per la replicazione
in vitro del virus. o
Questi i risultati piu significativi raggiunti dai genetisti:

1915 - Morgan, Sturtevant, Muller e Bridges pubblicano “Me-
chanism of mendelian heredity’” nel quale dimostrano, in ma-
niera convincente, la relazione che esiste tra i geni ed i cromo-
somi della D. melanogaster , e concludevano che i cromosomi
si comportano esattamente come se fossero i latori delle infor-
mazioni ereditarie (5.23).

1920 - Muller riporta i dati sul crossing-over ottenuti sul cro-
mosoma X della D. melanogaster e li interpreta come prova di
un ordine lineare dei geni sul cromosoma (5.24).

1929 - Muller e Painter, con l'uso dei raggi X, dimostrarono
che le aberrazioni cromosomiche cosi indotte permettono di cor-
relare la mappa cromosomica con la posizione fisica dei geni
sui cromosomi (5.25).

1931 - Stern dimostra che lo scambio tra cromosomi omolo-
ghi & accompagnato dal trasferimento di pezzi di cromosoma
citologicamente evidenziabili (5.26).

1938 - Goldschmidt propone di considerare il cromosoma e
non il gene come unita di controllo dello sviluppo.

Si doveva pertanto abbandonare il concetto di gene come unita
fondamentale dell’eredita che doveva essere sostituita dal cro-
mosoma (5.27).
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GLI SVILUPPI DEL CONCETTO DI GENE

Chiamando la struttura delle fibre cromosomiche un “codice scrit-
to” intendiamo dire che un intelletto acuto potrebbe capire dalla
loro struttura se un uovo si sviluppera in un gallo nero o in una
gallina screziata, in un moscerino o in una pianta di mais, in un
coleottero, un topo o una donna.... Ma il termine codice scritto
&naturalmente troppo restrittivo. Le strutture cromosomiche so-
no infatti attive nel portare a compimento lo sviluppo che esse
prevedono. Esse sono un codice legislativo e potere esecutivo, op-
pure per usare una similitudine, esse sono un piano di architetto
ed abilitd di costruttore in uno.

E. Schrodinger (1945)

La connotazione moderna della parola “gene” indica una mole-
cola di DNA la cui specifica struttura autoreplicante puo attra-
verso un meccanismo ignoto, divenire tradotta nella specifica
struttura di una catena polipeptidica.

F. Jacob e J. Monod (1961)

Agli inizi degli anni cinquanta i genetisti pensavano al gene
come ad una unita localizzata in punti specifici e costanti sul
cromosoma. Questa concezione evocava l'immagine di una “col-
lana di perle” (6.1). In quello stesso periodo i genetisti affianca-
rono ai classici studi di trasmissione dei caratteri un approc-
cio biochimico che porto a considerare il gene come il respon-
sabile della produzione di un enzima. Questa acquisizione for-
midabile non permetteva pero di spiegare tutti i risultati che
si erano accumulati sino a quel tempo. Si era, infatti, giunti al-
la conclusione che ‘“un fattore mendeliano” non sempre con-
trollava un solo carattere fenotipico e Morgan nel suo libro “The
mechanism of mendelian heredity” citava mutazioni che coin-
volgono un solo gene pur determinando numerosi effetti sul fe-
notipo. Vi sono numerosi esempi di questo tipo di mutazioni,
tra le quali il locus white in drosofila, che viene considerato un
locus complesso o locus con alleli multipli.

Lo studio della trasmissione dei caratteri permise ai geneti-
sti di giungere alla conclusione che un fenotipo puo risultare
dall’effetto additivo di due o piti geni. Inoltre, la prima eviden-
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za che anche l'ordine del materiale ereditario sul cromosoma
potesse avere un effetto sul fenotipo venne dallo studio della
mutazione Bar dell’occhio della drosofila.

Gli studi tesi a chiarire la funzione del cromosoma portaro-
no i citogenetisti ad identificare delle zone del cromosoma (bloc-
chi di eterocromatina) a cui non era possibile attribuire alcuna
funzione genica. Inoltre, al fine di adeguare il modello del cro-
mosoma furono intrapresi studi tra i quali merita ricordare quel-
lo di S. Benzer.

Benché la prima smentita all’indivisibilita del gene sia stata
data da Green e Green (6.2) nel 1949, bisogno attendere il 1955
perché Benzer smentisse I'idea dei geni collocati su di una “col-
lana di perle”, colmando la lacuna concettuale esistente tra le
inferenze basate esclusivamente su osservazioni di genetica for-
male e concernenti differenze di caratteri e le conclusioni trat-
te da osservazioni di natura puramente chimica, relative a
nucleotidi.

Nei suoi studi Benzer prese in esame una piccola regione (rIl)
del cromosoma del fago T 4. Egli era in possesso di una classe
di mutanti di questa regione che sono in grado di crescere in
un ceppo batterico ospite permissivo (E. coli K) (Fig. 3).

Quando il ceppo non permissivo viene infettato con due tipi
di mutanti della regione rII si puo osservare la crescita fagica
o meno a seconda dei mutanti usati (Fig. 4).

La capacita di crescita viene ripristinata solo con I'infezione
contemporanea del mutante 1 e 3 0 2 e 3. Nel caso della infezio-
ne dei mutanti 1 e 2 non si osserva crescita fagica. Nei primi
due casi le mutazioni portate dai fagi 1 ¢ 3, 2 e 3 non colpisco-

no la stessa funzione necessaria per la crescita e complementa-

no ricostituendo la funzione selvatica.

Le mutazioni 1 e 2 interessano lo stesso tratto di DNA e poi-
che colpiscono la stessa funzione non possono complementare
e si dice che appartengono allo stesso cistrone.

Mediante questo test cis-trans, gia proposto da Muller nel 1921
(6.3) si puo definire se due mutazioni appartengono allo stesso
cistrone o a cistroni diversi.
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E.coliK E.coliB

mutazione

E.coliK E.coliB

Figura 3 Modalita di cerscita di fagi T4 in ospiti permissivi e non. Per ulteriori dettagli
si veda il testo.

Nel decennio compreso tra il 1953 e il 1963, Benzer collezio-
no un gran numero di mutanti rIl del fago T 4.

Incrociandoli tra loro riusci ad ottenere fagi ricombinanti la
cui frequenza permise di organizzare i mutanti secondo un or-
dine lineare.

La mappa costruita da Benzer indico che la ricombinazione
genetica & un processo che puo separare siti genetici rappre-
sentati praticamente da nucleotidi contigui. Benzer raccolse i
suoi mutanti in due gruppi A e B: tutti i mutanti che apparten-
gono ad un gruppo complementano con ciascun mutante del-
I'altro gruppo, producendo, se fatti crescere insieme, una pro-
genie infettiva nel ceppo K. Non si ha affatto complementazio-
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tipo selvatico mutante 1 mutante 2 mutante 3

A 1 B . : ! !

attivo ] inattivo : inattivo inattivo
mutante 1 mutante 2 mutantel mutante3 mutante2 mutante 3
/ H ' !
¢:—‘§;./€/m§ R:f‘ — = t‘:jamasf
;»‘-:%?M N AT
inattivo attivo attivo

Figura 4 Il test cis-trans o test di complementazione dei mutanti r7/ h.l E qui ceppo K.
In alto: i geni A e B sono integri cosicche vengono formati entrambi i pohpeptld{A e
B (indicati con le linee seghettate e spirale). I mutanti 1 e 2 presentano due mutazioni
diverse nel gene A e possono quindi sintetizzare solo il polipeptide B; il mutante 3 ha
una mutazione nel gene B e formera soltanto il polipeptide A. Tutti e tre i mutanti so-
no incapaci di replicarsi nel ceppo K.

In basso: se viene fatta una infezione mista con i mutanti 1 e 2 non ha luogo la crescita
nel batterio E. coli K, cio accade invece nel caso d'infezione dei mutanti 1 e 3 oppure
2 e 3 in quanto il mutante 1 fornisce il polipeptide B mentre gli altri due forniscono
il polipeptide A permettendo cosi la crescita.

ne, invece, se si cimentano mutanti dello stesso gruppo. E im-.

portante far rilevare come i lavori di Benzer abbiano condotto
alla definizione sperimentale di gene. Nella Genetica classica
la parola ““gene” rappresentava 'unita del materiale ereditario,
che puo essere riconosciuta attraverso la sua capacita di muta-
re a stadi alternativi (alleli), di ricombinare con altre unita si-
mili e di funzionare nell’organismo determinando un certo fe-
notipo.

Pertanto questi tre aspetti - mutazione, ricombinazione e fun-
zione - venivano prima di Benzer attribuiti ad una sola unita
ereditaria: il gene. Concludiamo con le stesse parole di Benzer:
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questo lavoro descrive una regione del genoma del batteriofago
che & correlata funzionalmente e che pud essere suddivisa me-
diante mutazione e ricombinazione genetica....Estendendo que-
sto tipo di approccio....si pud pensare che riusciremo a caratte-
rizzare in termini molecolari le dimensioni delle unita di ricom-
binazione, mutazione e funzione.....Al fine di caratterizzare 'uni-
ta funzionale & necessario definire quale funzione si vuole stu-
diare. L’intera regione rIl & unica nel senso che mutazioni che ac-
cadono nella regione producono il fenotipo rIl. In base al test fe-
notipico nel quale due mutazioni sono in configurazione trans la
regione puo essere suddivisa in due segmenti funzionalmente se-
parabili, ciascuno dei quali puo contenere all’incirca 4x10° cop-
pie di nucleotidi. Se si assume che ogni segmento ha la “funzio-
ne” di specificare la sequenza degli aminoacidi caratteristico di
una catena polipeptidica, allora i nucleotidici caratteristici per
ciascun aminoacido possono essere considerati una funzione uni-
taria (6.4)

Gli esperimenti di Benzer fecero definitivamente crollare due
concezioni molto in voga in quei tempi: il cromosoma come una
collana di perle e la corrispondenza un gene - un enzima.

Per quanto attiene alla prima concezione, infatti, la mappa
proposta da Benzer non presenta alcuna discontinuita e quindi
se il gene & rappresentato dalla perla non vi & spazio per il filo
tra di esse. Inoltre, poiche questa analisi genetica ha dimostra-
to che la funzione codificata dalla regione rII del fago T 4, (cioe
la capacita di crescere su un ceppo di E. coli K), & dovuta alla
presenza contemporanea dei due polipeptidi A e B, viene a ca-
dere anche I'idea un gene - un’enzima che viene sostituita con
quella piti corretta un gene - una catena polipeptidica.

E bene rilevare che dagli anni 60 ¢ venuto in uso indicare in-
differentemente gene o cistrone e questi due termini verranno
in seguito usati senza distinzione.

Dai lavori di Benzer anche il concetto di gene come unita di
mutazione e ricombinazione viene frantumato cosi come si era
gia frantumata la concezione del cromosoma come una collana
di perle. In seguito anche I'idea un gene - una catena polipepti-
dica, almeno in alcuni casi, si mostrera non vera, lasciando un
vuoto concettuale enorme.
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Negli anni a cavallo del 1960 vengono acquisite molte infor-
mazioni su quella che viene indicata la funzione eterocatalitica
del gene. Come osservod Stent (6.5), siamo nell’epoca dogmatica
della biologia molecolare € infatti egli sostiene che dopo la pro-
posizione del Dogma centrale della biologia molecolare, il mo-
dello dell’operone costituisce la sola grande estensione teorica
di quei tempi. Sempre in quegli anni viene decifrato, grazie a
Crick (6.6) ed a Niremberg (6.7), il codice genetico; si comincia-
no, inoltre, a conoscere numerosi dettagli delle modalita con
cui avviene la sintesi delle proteine (6.8,6.9).

In sostanza, dopo aver definito che il DNA & la molecola nel-
la quale sono iscritte tutte le informazioni necessarie a costi-
tuire un dato fenotipo, si comincia a conoscere corme, su istru-
zione del nucleo, il citoplasma sintetizza le proteine, le quali
costituiscono il fenotipo cellulare.

Nel 1961 Jacob e Monod si pongono il problema, gia piti vol-
te affrontato dai genetisti, della esistenza accanto ai geni strut-
turali (sequenze di nucleotidi che vengono tradotte in catene po-
lipeptidiche) dei geni regolatori: essi si chiedono se la sintesi
di determinate proteine dipenda da:

...strutture (geni) che non siano controllate da fattori ambientali
oppure la loro sintesi possa essere provocata o soppressa nella
cellula, sotto Uinfluenza specifica di agenti esterni...

Almeno in forma provvisoria - essi affermano - permetteteci di
assumere il messaggio contenuto in un gene & necessario e suffi-
ciente per determinare la struttura di una proteina. Gli effetti di
altri agenti oltre al gene strutturale stesso nel promuovere o ini-
bire la sintesi di una proteina devono essere descritti come ope-
razioni che controllano la velocita di trasferimento dell'informa-
zione strutturale dal gene alla proteina....

In aggiunta ai classici geni strutturali, questi sistemi abbiso-
gnano-di altri due tipi di determinanti genetici (regolatore ed ope-
ratore) che svolgono specifiche funzioni nei meccanismi di con-
trollo. I meccanismi di controllo operano a livello del gene, ciog,
regolando 'attivita dei geni strutturali (6.10)

Essi facevano moltiplicare cellule di E. coli in assenza di lat-
toso o di altri beta-galattosidi e potevano misurare la presenza
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di non pitt di cinque molecole attive di galattosidasi per cellula
(la galattosidasi ¢ 'enzima che scinde il legame beta-galattosi-
dico). Per ottenere la dimostrazione dell’esistenza dei geni re-
golatori, aggiunsero al terreno di coltura un galattoside, osser-
vando quindi 'effetto della induzione; ovvero 'attivazione del-
la sintesi dell’enzima (beta-galattosidasi) promossa dalla pre-
senza dell'induttore. In questo caso essi misurarono un incre-
mento del numero di molecole enzimatiche di un fattore mille.
Questo fenomeno avveniva in pochi minuti dall’aggiunta dell’in-
duttore ed il processo era completamente reversibile. Dopo ri-
mozione dell’induttore, infatti, nel volgere di pochi minuti si
osservava la cessazione della attivita dell’enzima.

Jacob e Monod avevano un gran numero di mutanti che inte-
ressavano una regione del cromosoma del batterio (E. coli) det-
ta regione lac, ed erano in grado di verificare, con il test cis-
trans, se due mutazioni appartenevano allo stesso cistrone.

Essi, inoltre, disponevano di mutanti z- che avevano perso la
capacita di produrre galattosidasi e mutanti y- che avevano perso
la capacita di indurre la galattoside- permeasi (un altro enzima
necessario al metabolismo del lattoso).

Mediante la sesduzione (6.11), costruirono dei cloni diploidi
stabili per le seguenti funzioni

Entrambi questi cloni manifestavano il fenotipo selvatico, ov-
vero sintetizzavano galattosidasi e galattoside-permeasi attive.

La supposizione, che il processo di induzione determina la sin-
tesi dell’enzima, sara confermata dallo studio di alcune muta-
zioni che convertono i sistemi inducibili o reprimibili in siste-
mi costitutivi (6.12).

Se questa supposizione & esatta, mutazioni che colpiscono il
sistema di controllo non dovrebbero comportarsi come alleli
del gene strutturale. Vennero usati in questi studi anche un al-
tro mutante - chiamato costitutivo. Il fenotipo di questi mu-
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tanti & rappresentato dall’espressione di grandi quantita di ga-
lattosidasi e permeasi in assenza dell’induttore. Jacob e Monod
osservarono che i mutanti i producevano galattosidasi e per-
measi nello stesso rapporto delle cellule selvatiche. Cio lascia-
va intendere che il prodotto del gene i era lo stesso bersaglio
su cui agiva l'induttore. ,

Per saggiare questa ipotesi produssero mediante sesduzione
i seguenti cloni

itz /Fi zt
"yt [ Fit y

ed osservarono che il gene i + produce un allele dominante sul-
I’allele i - che determina il fenotipo costituttivo.

Essi proposero allora che le mutazioni i appartenevano ad un
altro cistrone e controllavano l'espressione di y, e z mediante un
componente citoplasmatico. Essi provarono inoltre, che il ge-
ne i+ determinava la sintesi di un repressore, assente od inat-
tivo nel caso dei cloni 7.

‘Essi si interrogarono anche sulla natura molecolare del re-
pressore e giunsero in un primo momento alla errata conclu-
sione che esso non fosse di natura proteica, ammettendo che
tuttavia, 'argomento non poteva essere considerato esaurito.

Riportiamo le loro conclusioni:

...definiamo un nuovo tipo di gene, che noi chiameremo “gene re-
golatore” (6.13). Un gene regolatore non contribuisce all’informa-
zione strutturale delle proteine che controlla. Il prodotto di un
gene regolatore & una sostanza citoplasmatica, che impedisce il
trasferimento dell’informazione dal gene strutturale (o geni) alla
proteina. In contrasto alla struttura di un classico gene struttu-
rale, un gene regolatore pud controllare la sintesi di numerose
proteine differenti: non si applica pit la regola un gene - una pro-
teina (6.10)

Allo scopo di generalizzare la loro scoperta, essi estesero ad
un altro sistema il loro approccio sperimentale, prendendo in
considerazione le analogie esistenti tra i sistemi adattativi e quel-
Ii lisogenici.
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Questa ¢ la loro conclusione:

...I’analisi dei sistemi lisogenici rivela che 'espressione dei geni
virali in questi sistemi & controllata da una sostanza citoplasma-
tica detta repressore, la cui sintesi & governata da un particolare
gene “regolatore” che appartiene al genoma virale (6.10)

Una volta terminata la discussione sulle modalita con cui il
trasferimento delle informazioni dei geni strutturali alle pro-
teine & controllata da repressori specifici, sintetizzati dai geni
regolatori, Jacob e Monod esaminarono le modalita di azione
del repressore. Essi postularono che la caratteristica pil1 im-
portante del repressore ¢ la sua caratteristica pleiotropica. Di-
fatti, mutazioni del gene i in E. coli determinano la contempo-
ranea sintesi di acetilasi e di galattosidasi e queste due protei-
ne sono prodotte nella stessa misura. Se esiste un elemento di
controllo, che gli Autori hanno chiamato “‘operatore” (6.10), gli
alleli di questo locus devono essere dominanti rispetto al siste-
ma di regolazione appena descritto. In altri termini, una cellu-
la diploide per sesduzione che abbia il genotipo o¢ / o* mani-
festa la sintesi costitutiva dell’enzima.

Una volta identificato un “locus operatore”, ci si pud atten-
dere che esso sia una proprieta integrale dell’'unita genetica z
ed y, che il prodotto di questo locus si associ nel citoplasma ai
prodotti dei loci z ed y controllandone la espressione. La prima
ipotesi comporta che le mutazioni del locus operatore si com-
portino come se appartenessero contemporaneamente ai due
cistroni. Nel caso contrario le stesse mutazioni si comportano
come appartenessero ad un cistrone diverso da quello di z ed y.

Per descriminare tra le due ipotesi, essi fecero i seguenti in-
croci

ot z* [ For z;
0%zi | Foc z+

In presenza d’induttore, ottennero da questi cloni diploidi sia
la galattosidasi normale prodotta dal locus Z+ che la proteina

57



Medicina nei secoli (Supplemento)

alterata (CRM, cross reacting material,cioé non attiva anche se
riconosciuta da un anticorpo contro la proteina nativa) prodot-
ta dall’allele del locus Zi. In assenza di induttore invece, si ot-
teneva o il prodotto CRM che & in posizione cis rispetto al locus
0° o la galattosidasi in cis rispetto la locus o°. Questi risultati
li portarono a concludere:

Il locus OF, pertanto, non ha effetto sull’allele Z in posizione
trans. Ovvero, usando altri termini, I'espressione dell’allele z at-
taccato ad O* rimane completameante sensibile al repressore
anche in presenza della mutazione O° in posizione trans (6.10)

Nel diploide o* z" y* / Foc z* y~ la galattosidasi (z) ¢ sintetiz-
zata in maniera costitutiva, ed (y) &€ prodotto solo in presenza
d’induttore, mentre nel diploide o* z* y~/ Foc z* y* tutti e due
gli enzimi sono sintetizzati in maniera costitutiva.

Jacob e Monod stabilirono la impossibilita di distinguere con
il test cis-trans tra le sequenze che codificano per i geni strut-
turali dell’operone e le sequenze che hanno funzione regolati-
va agendo in cis cioe, riconociute dalla RNA polimerasi o da pro-
teine con funzione regolativa. Pertanto una mutazione in un ele-
mento di controllo adiacente ad un gene, si comporta, nel test
di complementazione, come parte del gruppo di mutazioni che
appartengono al gene strutturale.

Essi riassunsero graficamente la costituzione dell’operone in
accordo con gli esperimenti sin qui condotti ammettendo pe-
raltro di non poter discriminare tra i due modelli (Fig. 5).

Oggi sappiamo che il modello A & quello reale.

Jacob e Monod proposero che il repressore potesse essere una
molecola di RNA che dopo, essere stata sintetizzata su infor-
mazione del gene regolatore, agirebbe su di un dato operatore.

Nonostante questa interpretazione erronea (dobbiamo ricor-
dare che allora non erano note le modalita con cui una cellula
sintetizzava le proteine) essi stabilirono alcune caratteristiche
dell’operone, che ancora oggi meritano di essere lette, in quan-
to esempio di una metodologia scientifica di grande lucidita:
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MODELLO A
gene regolatore ‘gene operatore e geni strutturali
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Figura 5 Rappresentazione di due modelli alternativi di regolazione genica nei Proca-

rioti proposti da Jacob e Monod. ' -
Oggi sappiamo che il modello A risulta essere vero per il quale gli Autori ammettono
una azione diretta del prodotto del gene (R) repressore sul gene (O) operatore.

Ci sia concesso di discriminare con chiarezza le conclusioni rag-
giunte con esperimenti dalle speculazioni: 1. la conclusione piu
certa & U'esistenza di geni regolatori - che distinguiamo dai geni
strutturali in quanto - mutazioni del gene strutturale, che produ-
cono una alterazione della proteina, non hanno effetto sui mec-
canismi di regolazione. Mutazioni che alterano i meccanismi di
regolazione non alterano la proteina e non mappano nei geni strut-
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turali. I geni strutturali obbediscono al principio un gene - una
proteina, mentre i geni regolatori possono interessare la sintesi
di numerose proteine. 2. L'esistenza di un operatore, inteso co-
me il sito di azione del repressore, & dedotta dall’esistenza e dal-
la specificita di azione del repressore....... L’assunzione che 'ope-
ratore rappresenti il punto di inizio per la trascrizione di nume-
rosi geni strutturali & una semplice speculazione (6.10)

Va solo ricordato che questa organizzazione dei geni in for-
ma di operone ¢ diffusissima tra i virus ed i procarioti e prati-
camente assente negli eucarioti.

Gli esperimenti di Jacob e Monod rappresentano la prima ed
enequivocabile prova che nel genoma esistono delle sequenze che,
pur non determinando un prodotto proteico,hanno una notevo-
le importanza nella espressione del gene.

Appendice al cistrone

Esistono dei virus, detti fagi della serie T pari, che hanno co-
me ospite nel quale riprodursi il batterio E. coli. Tali virus, una
volta infettato un batterio, ne producono la lisi, dopo essersi
riprodotti al suo interno. Per questo loro comportamento ven-
gono chiamati fagi lisogeni.

Il meccanismo d’infezione del fago & molto specifica: vi sono
delle strutture fagiche, dette “fibre della coda”, che permetto-
no I'adesione sulla parete batterica. A seguito di questa intera-
zione, il DNA contenuto nella “testa” o capside del fago viene
“iniettato” all’interno della cellula dove dirige tutte le sintesi

macromolecolari (replicazione del DNA e sintesi dei costituen- .

ti il capside) necessari alla sua riproduzione. In genere dopo l'in-
fezione si ha la lisi batterica con la quale vengono liberate nel-
I'ambiente circa cento particelle fagiche in grado di compiere
altrettante nuove infezioni. Questo processo avviene in circa 20
minuti.

Esistono due ceppi di fagi, A e B, che separatamente non so-
no in grado di infettare un batterio E. coli. Se perd.eseguiamo
una infezione mista, cioe infettiamo lo stesso ceppo batterico
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con tutti e due i ceppi fagici si ha I'infezione del batterio e la
produzione di una progenie fagica. Ne deduciamo che i due cep-
pi, pur mostrando lo stesso fenotipo, incapacita di infettare un
batterio, sono portatori di due mutazioni su unita funzionali di-
verse e che possono quindi complementare ripristinando il fe-
notipo selvatico, cioe la capacita di infettare il batterio (Fig. 6).

Questo test di complementazione o test cis-trans permette di
ascrivere due mutazioni allo stesso cistrone (gene) o meno a se-
conda dell’esito del test. Nel caso illustrato in precedenza le mu-
tazioni che hanno colpito A e B non appartengono allo stesso
cistrone, perché complementano, ovvero l'infezione mista ripri-
stina il fenotipo selvatico.

Se cio non avviene diciamo che le due mutazioni appartengo-
no allo stesso cistrone (Fig. 7).

L’assenza di complementazione tuttavia , non sempre indica
che due mutazioni coinvolgono lo stesso gene. Questa incertez-
za & dovuta alle seguenti ragioni:

a) una delle due mutazioni coinvolge un sito regolatore del ge-
ne in questione
b) una delle due mutazioni da origine ad un inibitore.
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ifﬂ \ Figura 7 Esempio di complementazione genica a seguito della infezione mista di virus
§ v in un batterio.
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DUPLICAZIONE
| .
FAGICA E Appendice all’operone
)
s Gli esperimenti di Jacob e Monod hanno permesso di proporre

il modello dell’operone come spiegazione della espressione coor-
dinata di geni strutturali in risposta ad una molecola che fun-
ge da induttore. Gli elementi genetici di questo modello sono
un gene regolatore, un gene operatore ed un dato numero di ge-
ni strutturali.

LiSI CELLULARE

Figura 6 Schema semplificato dalle modalita della replicazione di un batteriofago in
una cellula batterica.
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Il gene regolatore produce una proteina detta repressore che
interagisce con il gene operatore, adiacente ai geni strutturali
che controlla. 11 legame del repressore all’operatore impedisce
la trascrizione dei geni strutturali. :

La figura 8 raffigura lo schema di un operone nel quale una
specifica sequenza p serve come sito di legame per la RNA po-
limerasi, viene indicata anche la sequenza p alla quale si attac-
ca la RNA polimerasi e permette la trascrizione dei geni strut-
turali (Fig. 8).

Nella figura si nota un operone nella condizione “repressa’
(Fig. 8.a) oppure “attivo”, cioe indotto (fig. 8 b). Perché si possa
passare dalla condizione repressa a quella attiva la molecola
del repressore deve interagire con un induttore (rappresentato
da un triangolo), che induce una transizione conformazionale
del repressore che non puo piu interagire con la sequenza ope-
ratore.

W. Gilbert e B. Muller-Hill (6.14) hanno dimostrato che la mo-
lecola del repressore, nel caso dell’operone del lattoso, & una
proteina costituita da 4 sottounita identiche di massa equiva-

lente a 37.000 D (6.15) ciascuna delle quali lega una molecola

d’induttore.

Nel caso in esame I'induttore puo essere costituito da nume-
rose molecole, la pit1 attiva ¢ rappresentata da IPTG (isopropil-
B-D-tiogalattoside).

Successivamete Gilber ha isolato il frammento di DNA che
si lega al repressore e la sua sequenza ¢ risultata essere

AATTGTGAGCGGATACAATTT

Altri studi hanno dimostrato che 'azione coordinata di que-
sti geni ha bisogno di altre molecole tra le quali ’AMP ciclico.
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Figura 8 Schema di repressione (A) ed induzione (B) dell’operone del lattoso. Il gene
i codifica per il repressore; o & la sequenza di DNA alla quale si lege la molecola re-
pressore; le sequenze z, y, a codificano per le proteine necessarie al metabolismo del
lattoso.

L'induzione, ovvero la sintesi degli enzimi, avviene in seguito alla interazione dell’in-
duttore con il repressore determinando in questa molecola una variazione conforma-
zionale che ne impedisce il legame alla sequenza o.
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Intorno agi anni settanta erano sorti molti sospetti che l'or-
ganizzazione del genoma degli eucarioti fosse piti complessa di
quella dei procarioti, cioe con impegno di un numero maggio-
re di sequenze di DNA. Esperimenti di ibridazione molecolare
potevano essere spiegati supponenedo che solo una piccola parte
del genoma venisse trascritta e quindi potesse ibridare con il
DNA corrispondente. Due erano le ipotesi avanzate per spiega-
re questo fenomeno peculiare degli eucarioti: o una gran parte
(anche 1'80%) delle sequenze non rappresentano geni struttu-
rali oppure il gene strutturale contiene pili sequenze di quante
siano presenti nell’RNA messagero. Tutte e due le ipotesi era-
no suffragate da evidenze sperimentali; in particolare, la seconda
era sostenuta dalla scoperta che RNA presenti nel nucleo (Hn
RNA) (RNA eterogeneo nucleare) contenevano sequenze in co-
mune con gli mRNA ma erano di dimensioni maggiori rispetto
a questi ultimi (7.1,7.2).

P. Leder, per primo, scopri mediante la tecnica della ibrida-
zione tra mRNA e DNA, che nel DNA di un gene eucariotico era-
no presenti delle sequenze che risultavano invece assenti
nell’'mRNA. Ibridando infatti 'RNA messaggero della globina
di topo con il corrispondente DNA, al microscopio elettronico
si potevano osservare delle anse, cioe delle zone di non appaia-
mento (7.3), che potevano venir spiegate come sequenze presenti
nel DNA e assenti nel’'mRNA (Fig. 9).

Questa osservazione fu seguita da altre (7.4 - 7.7) che confer-
mavano l'esistenza all’interno dei geni eucariotici di sequenze
intercalanti. Tali sequenze vennero chiamate introni in contrap-
posizione agli esoni che costituivano la porzione codificante del
gene. '

Lo stupore dei biologi di fronte a tali risultati fu grande ed
ancora oggi, benche siano state avanzate molte ipotesi sulla fun-
zione di questa organizzazione “barocca’ del gene eucariotico,
non si hanno ancora prove chiare di quali meccanismi evoluti-
vi (e quindi quali vantaggi) abbiano favorito la comparsa del “‘ge-
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Figura 9 Imagine risultante dall’analisi al microscopio elettronico del prodotto d’ibri-
dazione tra il gene della globina beta del topo ¢ 'm RNA dello stesso gene.

Nella parte bassa a sinistra gli Autori mostrano che vi sono delle anse e un anello. Le
anse rappresentano uno dei due filamenti del DNA che non & appaiato perche il fila-
mento di DNA complementare & appaiato ad un filamento di RNA (segno tratteggiato).
L’anello ¢ stato interpretato come una sequenza di DNA (introne) che non trovando una
sequenza complementare costituisce 1'anello.

ne in pezzi”, rispetto ai geni essenziali (streamlined) degli eu-
batteri.

L’organizzazione di un gene come quello della globina beta
dell’'uomo, mostra due introni che spezzano l'unita codificante
in due punti tra i codoni 31/32 e tra i codoni 104/105 (Fig. 10).

Poiché questi introni si inseriscono allo stesso sito in nume-

rosi altri geni delle globine beta di uccelli o anfibi, si ritiene -
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Figura 10 Struttura molecolare dei geni per le globine umane.

che questa grande conservazione evolutiva sia il risultato di un
qualche vantaggio nell’organizzazione del gene in pezzi. Accan-
to alla conservazione del sito di inserzione degli introni, esiste
invece una variabilita della loro lunghezza che determina, in ul-
tima istanza la lunghezza del gene.

Questa organizzazione “barocca” ¢ stata trovata in numero-
si geni, come ad esempio quello dell’ovoalbumina gallina, co-
stituito da 7500 copie di basi e la cui parte codificante & rap-
presentata da 8 “esoni” per un totale di 1859 coppie di basi. In
questo gene solo il 25% dei nucleotidi hanno funzioni codificanti.

Il “gene in pezzi” sembra essere una condizione abbastanza
comune negli eucarioti. Una simile organizzazione si trova in-
fatti anche nei geni per gli RNA ribosomali e per gli RNA tran-
sfer, anche se non & necessario pensare che tutti i geni siano
interrotti (7.8 - 7.14).

Il confronto tra le sequenza del DNA di geni diversi ha per-
messo di trovare delle regolarita nelle regioni di confine tra in-
troni ed esoni. In queste zone si trovano delle sequenze che va-
riano da 1 a 4 coppie di basi; le coppie GT sono dette sito dona-
tore e le coppie di basi AG sono dette sito accettore, con mec-
canismi di rimozione degli introni che richiedono l'intervento
di ribonucleoproteine (7.15, 7.16).

Una volta accertato che il gene eucariotico & organizzato in
pezzi discontinui (fig. 11) & sorta la domanda di come si ottiene
un RNA messagero delle dimensioni necessarie per codificare
la proteina corrispondente. In altri termini, dove e come il tra-
scritto primario o Hn RNA viene modificato fino a costituire
I'mRNA che viene tradotto sui ribosomi. Questi processi, sono
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chiamati “RNA splicing” (7.15) ed “RNA processing” (7.16), e
8 3 complessivamente ‘“maturazione dell’'RNA”.

2 In prima analisi la scoperta che la gran parte dei geni euca-
A riotici sono discontinui potrebbe invalidare il concetto di coli-
A nearita tra gene e catena polipeptidica.

30 Una piu attenta analisi del processo di maturazione del tra-

? Q scritto primario permette di osservare che la molecola di mRNA
G é maturo contiene tutti gli esoni e che questi sono disposti nel-
T - I'ordine nel quale li troviamo nella porzione del DNA necessa-
AC 3 S ria a codificarli. Poiche la traduzione avviene dal terminale 5
30 A g della molecola di mRNA.

100 g P Possiamo dire che il principio della colinearita vale anche per
T | codice di inizio della traduzione ) £ - c i geni discontinui e che ogni Hn RNA é una copia identica come
& = e E numero di basi a quella del gene corrispondente. A carico dell’Hn

sequenze espresse come catena | @ g S RNA avvengono, perd, delle modificazioni successive al processo

ﬁ}g polipeptidica (esone) § £ ° di trascrizione che lo rendono diverso dal gene dal quale ¢ sta-

% K] 8 .;‘ to trascritto. Subito dopo la trascrizione di questa molecola vie-
introne 2 2 > $ ne aggiunta al terminale 3'OH una serie di residui di riboade-

2 E @ nine che costituisce la cosiddetta ‘“poly-A tail” (7.17,7.18). La lun-

ac 3 o - ghezza di questa “‘coda” & variabile e puo raggiungere anche
g >5 s qualche centinaio di residui. Una coda di poli-A, tuttavia, non

sequenze espresse come catena | 5 :§ E‘ sembra essere obbligatoria, dal momento che vi sono molecole

A polipeptidica Cesone) o § % di messaggero, come quelle per gli istoni, che non possiedono
T | un codice di fermine della < = = una tale struttura. La molecola di Hn RNA viene ulteriormente
traduzione ] o modificata mediante I'aggiunta al terminale 5’ trifosfato della

106 _:g 2 7-metil-guanosina. Si forma cosi quella struttura, detta “cap”

1000 5 5 (m7G (5') pppA), che viene riconosciuta da una proteina di lega-
- me (cap-binding protein), favorendo l'esatta associazione tra
A mRNA e ribosoma.

A La rimozione di una considerevole parte dell’'Hn RNA ¢ il pro-
A cesso detto “RNA splicing”’. Tale processo, nel caso dell’'ovoal-
20 J bumina fa si che il 75% delle sequenze non raggiungano il cito-
: : J plasma. Il processo di “splicing” (fig. 12) consiste in tagli a ca-

rico dei legami fosfodiesterici dell’Hn RNA e la “saldatura’ di
“monconi”, gli esoni, sino a raggiungere le dimensioni del’'RNA

Figura 11 Organizzazione molecolare dei geni eucariotici. messagero CitoplasmatiCO maturo.
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Figura 12 Meccanismo ipotetico di rimozione degli introni in un gene eucariotico (ma-
turazione).

Un gene eucariotico ipotetico consiste di due esoni e di un introne, quest’ultimo viene
rimosso nel corso della maturazione dell’HnRNA. 1l prodotto citoplasmatico & costi-
tuito dalla sequenza dei due esoni legati covalentemente.

L’analisi della molecola di mRNA maturo ci permette di tro-
vare altre sequenze “eccedenti” la capacita codificante, in altri
termini la molecola di messaggero contiene pit nucleotidi di
quelli necessari per la codificazione del corrispondente polipep-
tide.

E molto interessante notare che questo processo di ‘“‘matura-
zione” dei trascritti avviene mediante l'intervento di strutture
complesse dette “spliceosomes” costituite da numerose protei-
ne, non ancora completamente identificate, e piccoli RNA nu-
cleari (sn RNA). :

Ancora pit sorprendente della scoperta del gene in pezzi, &
stata la scoperta che nei mitocondri alcuni introni vengono ri-
mossi senza l'intervento di proteine e la rottura e la formazio-
ne dei legami non necessita di energia fornita da nucleosidi tri-
fosfati. Questo processo ¢ stato chiamato “self-splicing” (per una
dettagliata rassegna si puo leggere Cech (7.19).
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La scoperta del “gene discontinuo” non solo ha imposto un
adattamento del principio della colinearita tra gene e polipep-
tide, ma soprattutto ha fatto rilevare come sia stato “impruden-
te” estrapolare agli organismi eucariotici i risultati trovati in
E. coli.

Una volta accertata la struttura discontinua del gene eucario-
tico, ha, infatti, senso chiedersi se il test cis- trans e ancora in
grado di identificare un gene.

Le mutazioni che colpiscono gli esoni vengono raccolte, per
mezzo del test cis-trans, in tanti gruppi di complementazione
quanti sono gli esoni. Per quanto riguarda gli introni, invece,
poiché non codificano per alcuna funzione, si puo ritenere che
le mutazioni che colpiscono queste sequenze, non determinan-
do alcun fenotipo, non possono essere mappate in alcun grup-
po di complementazione.

Vi & tuttavia una eccezione a quanto appena detto: le muta-

zioni che colpiscono il sito accettore e donatore dello “splicing”
determinano un fenotipo particolare, nel senso che non permet-
tono la normale maturazione del trascritto e quindi si compor-
tano come se fossero mutazioni che alterano la sintesi del poli-
peptide.

Per questo il test cis-trans non permette di distinguere tra mu-
tazioni nell’esone e mutazioni che colpiscono i siti dello “spli-
cing”.

Alcuni introni dei geni mitocondriali del lievito mostrano una
caratteristica del tutto peculiare: possiedono infatti un modu-
lo di lettura aperto, cioé senza un codone di terminazione, che
codifica per un prodotto necessario per la rimozione dell'introne
stesso.

Un tipo di mutazione a carico degli introni di un gene, deter-
mina la comparsa di un fenotipo particolare che merita di es-
sere descritto in dettaglio.

Il gene per il citocromo b ¢ costituito da 6400 coppie di basi
di cui 1155 sono la parte codificante (Fig. 13).

L’introne 2 possiede un modulo di lettura aperto, che ¢ in re-

gistro con il modulo costituito dagli esoni 1 e 2. Si pensa che
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E4 ES E6
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gene per il citocromo b
costituito da 6400 c.b. Cversione funga)

EI+E2+E3 ES E6

gene per il citocromo b
costituito da 3300 cb. Cversione corta)

Figura 13 Struttura molecolare dei geni per il citocromo b del lievito.

la maturazione preveda prima la rimozione dell’introne 1, pro-
ducendo un trascritto che possiede I'esone 1 e 2 contigui e le-
gati covalentemente all’introne 2 ed a tutte le sequenze introni-
che ed esoniche che seguono.

La sequenza di questo primo trascritto (Fig. 14), che ha subi-
to un solo evento maturativo, mostra un modulo di lettura aper-
to costituito da 424 codoni, che, se tradotto a partire dall’estre-
mita N-terminale, produce un polipeptide costituito da 144 co-
doni all’estremita N-terminale, codificati dagli esoni 1 e 2 e da
280 codoni costituiti dal modulo di lettura dell’introne 2.

La traduzione di questo trascritto produce un enzima, la RNA
maturasi, che permette la rimozione del secondo introne.

Se avvengono mutazioni nel secondo introne, si ottengono co-
doni non-senso nel modulo di lettura aperto: di conseguenza non
si puo pit ottenere la RNA maturasi, la cui assenza determina
il blocco della maturazione del trascritto.

Si puo formulare un modello della maturazione degli mRNA
con intervento della maturasi, come un paradigma della rego-
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E2 E3

{ i

L 144 + 280= 424 codoni \!

N I

Figura 14 Modalita di formazione della maturasi nel lievito.

In questa figura a differenza della precedente sono presenti solo tre introni e due eso-
ni del gene per il citocromo c. Il prodotto del primo evento maturativo,costituito da
424 codoni,costituirebbe I'RNA messaggero per la presunta RNA maturasi. La sua fun-
zione consisterebbe nella rimozione dei restanti introni con la produzione del’RNA
messaggero maturo per il citocromo c.

lazione dei geni interrotti nel mitocondrio di lievito (7.20 -7.23).
Le mutazioni di questo tipo, non coinvolgendo i siti dello ‘“‘spli-
cing”, per quanto detto in precedenza, ci dovrebbero sfuggire.

E chiaro che, almeno in questo caso, é stato individuato un
diverso tipo di mutazione degli introni. Il caso della maturasi
del lievito ci permette di conoscere un tipo di mutazione del-
I'introne che determina l'assenza di un prodotto proteico che

-agisce in trans (7.24)

Dal caso del citocromo b del lievito si comprende che non e
esatto affermare che gli introni non abbiano alcuna funzione.

In secondo luogo, nel genoma del mitocondrio anche una “ver-
sione” corta del gene del citocromo b (Fig. 14). In questa “‘ver-
sione” sono assenti i primi tre introni e sono presenti le por-
zioni esoniche 1,2 e 3 legate covalentemente alla restante parte
del gene. Poiché i mitocondri del lievito possono vivere ugual-
mente bene con ambedue le versioni del gene, c¢’¢ da chiedersi
quale sia la funzione della RNA maturasi, nel quadro piu gene-
rale della maturazione dei trascritti di eucarioti inferiori (7.25).
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Il caso della della maturasi non & unico : sono stati, infatti,
scoperti altri casi nei quali dalla sequenza del gene si puo infe-
rire la presenza di moduli di lettura aperti.

Il Flavobacterium, ad esempio, & stato isolato nel 1975 dalle
acque di lavaggio delle fabbriche del nylon (7.26). Questo batte-
rio puo crescere in un terreno di coltura che contenga come fon-
te di carbonio ed azoto il dimero ciclico dell’acido-6-amino esa-
noico, che ¢ in grado di trasformare grazie a due plasmidi che

‘codificano per due idrolasi. ,

Questi due enzimi sono molto specifici e non scindono altri
legami amidici naturali. Poiche la sintesi del nylon ¢ iniziata
nel 1938 ci si puo chiedere come si siano prodotte queste due
nuove idrolasi. :

La sequenza dei geni che codificano per uno di questi enzimi
(7.27) ha indotto S. Ohno (7.28) a considerare che la intera se-
quenza del gene costituita da 392 codoni sia derivata da una se-
quenza di 11 basi cosi costituita:

CAGCTGGCAGG

che ripetuta tre volte permette di codificare per il peptide Gln-
Leu-Ala-Gly-Ser-Trp-Gln-Ala-Ala-Gly-Arg. L’analisi della sequenza
(7.26) ha permesso di individuare un modulo di lettura aperto
che codifica per un polipeptide di 427 residui ricco in Argini-
na. Se avviene la inserzione di una sola Timina si produce la
chiusura di questo modulo di lettura e si ottiene un nuovo mo-
dulo di lettura aperto che permette la sintesi di un polipeptide
di 392 aminoacidi che ha la specificita enzimatica di idrolizza-
re il nylon.

Secondo Ohno questo rapido adattamento evolutivo sarebbe
determinato dal passaggio da una precedente sequenza gia uti-
lizzata, mediante I'inserzione di una base, ad un modulo di let-
tura inutilizzato. ‘

Perché questa lunga digressione rispetto al problema della
evoluzione del concetto di gene?
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Sino agli anni 80 era impossibile conoscere un gene in base
alla sua sequenza di basi e quindi ci si accontentava di seguire
la sua trasmissione e la sua funzione dapprima come un fenoti-
po ereditabile, poi come un carattere determinato da un poli-
peptide. Da un decennio & possibile conoscere direttamente la
sequenza del gene.

E sorprendente ed allo stesso tempo interessante che anche
senza conoscere la funzione, si possa ipotizzare la presenza di
un gene in base alla identificazione di un modulo di lettura aper-
to. ,
Siamo in questo senso arrivati alla capacita predittiva della
Fisica che ¢ in grado di anticipare l'esistenza di particelle an-
cora prima della loro scoperta.
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8.

LA SECONDA CRISI: .
LA VIOLAZIONE DELLA COLINEARITA

In alcuni casi il gene eucariotico non si conforma alla idea
tradizionale di gene (cistrone), poicheé non si osserva una r.ela-
zione univoca tra cistrone e catena polipeptidica. In questi ca-
si, in cui il principio della colinearita tra gene e catena polipep-
tidica non & pit1 valido, dalla stessa porzione codlflcgnte (gen.e)
si ottengono polipeptidi diversi. Esaminiamo alcuni esempi:

1. gene per la calcitonina e polipeptide simile alla calcitonina
(CGRP)

In questo caso osserviamo la produzione di due molecole d.i
mRNA diverse pur essendo presente un solo gene per la calci-
tonina. Sono stati isolati due mRNA che differiscono per le mo-
dalita di maturazione del trascritto primario. In un caso le cel-
lule della tiroide producono un mRNA (Fig. 15 a) maturo che
possiede quattro dei sei esoni presenti nell'eterogen»e‘o nuclea-
re , nel caso delle cellule dell’ipotalamo (Fig. 15 b) e di altre zo-
ne del cervello le cellule possiedono un mRNA maturo ghe pos-
siede anche il quinto ed il sesto esone. La produgione C?.l questi
due messaggeri dipende da meccanismi di 'splicing’ e siti di po-
liadenilazione alternativi (8.1). Si pensa che ogni tipo cellulare
possieda specifici fattori proteici necessari per la
“maturazione’’.

2. gene della oramilasi del topo

In questo caso osserviamo che il trascritto viene “mgturato”
diversamente nelle cellule delle ghiandole salivari e in quellg
epatiche. Sia il gene che il trascritto primario sono ident?ci nei
due tipi cellulari e le differenze risiedono al terminale 5’ della
molecola di mRNA maturo (Fig. 16).

Nel messaggero delle cellule epatiche ¢ presente un esone L
che ¢ invece assente nelle ghiandole salivari. Nel’'mRNA matu-
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Figura 15 Maturazione differenziale dell’'RNA eterogeneo nucleare (Hn RNA) nella ti-
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della alfa-amilasi.
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ro di queste ultime & presente un esone S che manca, natural-
mente, nei trascritti delle cellule epatiche (8.2). Accanto alla ete-
rogeneita dei trascritti dovuta a maturazione alternativa degli
esoni si deve aggiungere che il termine della trascrizione avviene
centinaia di nucleotidi dopo il segnale principale della termi-
nazione su indicazione di segnali accessori, (8.3 - 8.5) determi-
nando una sequenza non tradotta a valle della tripletta di ter-
mine (trailer sequence). Possiamo, infine, aggiungere che la “ma-
turazione” del trascritto ha luogo dopo che questo ha assunto,
con l'ausilio di proteine, una struttura tridimensionale comples-
sa detta “particella ribonucleoproteica” (RNP). Questa struttura
permette 'identificazione di particolari sequenze necessarie per
la “maturazione” e per la “‘poliadenilazione”. La produzione di
mRNA diversi in tessuti diversi di un organismo a partire da
un unico cistrone e da un solo Hn RNA, potrebbe aver luogo
perché in tessuti diversi la componente proteica delle RNP sa-
rebbe diversa (8.6 - 8:8). ‘

Un’altra evidenza di non corrispondenza tra gene e prodotto
proteico ¢ il caso dei geni sovrapposti. Dal 1976 ¢ ben nota ’e-
sistenza di geni di questo tipo in batteriofagi e virus di cellule
animali, in batteri e in geni mitocondriali.

Con questo termine s’intende un’unica sequenza nucleotidi-
ca che codifica per pit di un polipeptide, descritta per la pri-
ma volta in un virus a DNA a singolo filamento (8.9), e quindi
in un altro fago a DNA (8.10).

La piu logica interpretazione di queste osservazioni ¢ che ¢
necessario di ottimizzare la ridotta quantita d'informazione ge-
netica che puo essere introdotta nella testa del fago. Ma poiché
successivamente il fenomeno ha mostrato di essere pitt comu-
ne e non solo ristretto ai batteriofagi, si & ipotizzato che la so-
vrapposizione delle sequenze possa avere implicazioni a livello
regolativo. ’

Si possono aggiungere altri esempi:

nel genoma di E.coli K 12 l'operone frd e l'operone amp sono
sovrapposti: il primo operone codifica per la fumarico redutta-
si, I'altro per la lattamasi beta cromosomica.
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La sequenza delle basi indica che il promotore dell’'operone
amp C ¢ localizzato allo interno della sequenza del gene frd in
modo che 10 aminoacidi posti al terminale carbossilico della
proteina codificata dal gene frd sono in comune con la sequen-
za che codifica per il promotore del gene amp C (8.11).

Sicuramente pil stupefacente & il caso degli elementi traspo-
nibili (8.12) che possiedono un ampio modulo di lettura aperto,
che si estende per quasi tutta la lunghezza dell’elemento. Gli
elementi trasponibili possiedono anche un altro modulo di let-
tura piu piccolo con direzione opposta al primo e localizzato
completamente al suo interno. Ancora piti sorprendente & sta-
ta la scoperta che il secondo modulo usa lo stesso registro di
lettura dei codoni del primo modulo. Rak (8.13) ha dimostrato
che I'elemento trasponibile IS5 pud esprimere, oltre a un poli-
peptide codificato dal modulo di lettura maggiore, anche un po-
lipeptide di 12.300 D che corrisponde ad un modulo di lettura
aperto di direzione opposta al primo. Si pensa che i polipeptidi
codificati da ambedue i promotori siano necessari per la tra-
sposizione (8.14). Il ritrovamento di geni sovrapposti in organi-
smi tra loro cosi distanti evolutivamente lascia supporre che
questa organizzazione sia il risultato di necessita regolative sia
a livello trascrizionale che a livello delle interazioni tra i poli-
peptidi. Questi esempi confermano che anche una sovrapposi-
zione di sequenze non risponde necessariamente ad una mini-
mizzazione della informazione de]l DNA, mentre la esistenza di
gent sovrapposti dimostra che la informazione genetica codifi-
cata nel DNA é disposta in unita la cui organizzazione va anco-
ra chiarita, aumentando le difficolta per una definizione soddi-
sfacente del termine di gene.

Agli inizi degli anni sessanta Benzer, Yanofsky, Jacob e Monod
hanno fornito dei paradigmi concettuali molto utili e precisi che
hanno permesso lo sviluppo delle ricerche scientifiche che han-
no portato alla revisione di molti concetti di genetica negli anni
ottanta. Altre osservazioni, oltre a quelle descritte, hanno fatto
si che negli organismi eucariotici il principio della colinearita e l'a-
nalisi della complementazione siano talvolta inapplicabili.
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Consideriamo ad esempio il caso dei geni delle immunoglo-
buline (Ig), che ha contraddetto in maniera chiara la concezio-
ne un gene - una catena polipeptidica.

In numerosi vertebrati, dai pesci sino ai mammiferi, ¢’¢ un
sistema raffinato che permette di riconoscere all’interno del-
I'organismo quali molecole sono proprie e quali estranee: il ve-
ro problema del sistema immunitario é come possono essere
sintetizzati milioni di anticorpi diversi senza implicare che vi
siano altrettanti geni preposti alla loro sintesi.

Per motivi di chiarezza e per evitare di entrare in dettagli non
necessari ai nostri fini, ci occuperemo soltanto dell’organizza-
zione dei geni delle immunoglobuline, senza considerare le cel-
lule che li sintetizzano. Esiste una profonda diversita nell’or-
ganizzazione di queste sequenze tra la linea germinale e i linfo-
citi (cellule che sintetizzano queste molecole). In altri termini,
la organizzazione fisica di queste sequenze & diversa nelle cel-
lule che costituiscono la linea germinale da quella che osser-
viamo nei linfociti (cellule differenziate).

Si conoscono pit molecole di immunoglobuline, sostanzial-
mente riconducibili ad una molecola “tipo” (Fig. 17) costituita
da quattro catene polipeptidiche identiche a due a due, due leg-
gere e due pesanti. La eterogeneita delle immunoglobuline ¢ as-
sicurata dal fatto che ogni catena leggera o pesante ha una re-
gione variabile (V) ed una regione costante (C). Nella figura 17
si vedono anche le sequenze di giunzione che uniscono la parte
variabile a quella costante. Il sito al quale si leghera la sostan-
za considerata estranea (antigene) dal sistema immunitario &
costituito dalle porzioni variabili della molecola.

Pur sapendo che esistono alcune decine di geni per le catene
leggere e pesanti e che la loro combinazione permette la pro-
duzione di pit di 100 milioni di anticorpi diversi, discutiamo
un tipo ideale di organizzazione delle sequenze nel DNA che co-
dificano per le catene leggere e quelle pesanti.

Prendiamo in esame come viene costruita la catena leggera
di una immunglobulina, che & un polipeptide di 220 aminoaci-

di. Di questi, 107 aminoacidi prossimi al terminale aminico co- -
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Figura 17 Struttura schematica di una molecola di immunoglobulina (Ig).

stituiscono la porzione variabile mentre i restanti residui com-
pongono la parte costante (Fig. 18). L'esame della figura 18 ci
mostra un fatto insospettato, cioé che nel DNA dello zigote, pri-
ma del differenziamento cellulare, la sequenza, che codifica per
il dominio variabile della immunoglobulina (V), & localizzata in
una regione del DNA, mentre la sequenza J (giunzione) & pros-
sima alla sequenza che specifica il dominio costante (C) e tutte
e due sono distanti dalla sequenza V. Durante lo sviluppo assi-
stiamo a fenomeni differenziativi, con la comparsa dei linfoci-
ti, cellule preposte alla sintesi delle immunoglobuline. In que-
ste cellule, come possiamo vedere nella parte bassa della figu-
ra 18, una copia della sequenza V viene unita ad una copia del-
la sequenza J ed una C, mediante un processo di ricombinazio-
ne genica, producendo un gene “maturo” per una catena leggera.
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Figura 18 Modalita per il “montaggio” di un“‘gene” per la catena leggera di una immu-
noglobulina (Ig).

Esistono percio, per ogni sequenza necessaria a codificare una
catena “leggera”, due organizzazioni diverse del DNA: una in cel-
lule embrionali e un'altra nel linfocita maturo.

La catena pesante di una immunoglobulina ¢ costituita da 440
aminoacidi, dei quali 123 costituiscono la porzione variabile
(Fig. 17).

Le sequenze che codificano per le catene pesanti sono loca-
lizzate in porzioni discrete del genoma. La continuita fisica tra
queste sequenze la si riscontra nel linfocita ed & dovuta a feno-
meni ricombinatori tra le porzioni in oggetto con modalita si-
mili a quelle gia descritte.

Per sintetizzare una molecola di anticorpo si utilizzano por-
zioni del genoma discrete e distanti tra loro e la loro riunione
avviene grazie a fenomeni di ricombinazione genica. Questi fe-
nomeni ricombinativi, naturalmente, determinano anch’essi una
ulteriore variabilita da aggiungere a quella assicurata dalla pre- -
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senza di numerose sequenze C e V, sia per la catena leggera che
per quella pesante (8.15).

Questa bizzarra soluzione obbedisce al principio di ottenere
con poche centinaia di geni oltre 108 possibilita di molecole di-
verse di immunoglobuline. Come si pud conciliare il principio
“un gene - una catena polipeptidica’” con questa organizzazio-
ne delle sequenze per le immunoglobuline? In questo caso dob-
biamo inventare una nuova dizione e cioé che sequenze diverse
mediante ricombinazione costituiscono una sequenza lineare di
DNA, che solo dopo questa fase si pud considerare gene.
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9. 3 |

IL GENE COME UNITA DI TRASCRIZIONE

La scoperta del gene “in pezzi” e le osservazioni successive
hanno reso molto difficile e a volte impossibile identificare il
gene col cistrone. Cosi col tempo si € cominciato a definire il
gene come unita di trascrizione, benché, ovviamente cio é pos-
sibile solo per quelle sequenze il cui trascritto viene tradotto in
un solo polipeptide. Queste sequenze vengono definite “loci sem-
plici” e in questo caso il gene si definisce come il:

segmento di DNA dal quale avviene la trascrizione e che pud por-
tare alla formazione di mRNA. Nei batteri e nei batteriofagi le
unita di trascrizione sono identificate geneticamente (opero-
ni)...nelle cellule eucariotiche...l’'unico modo soddisfacente di de-
finire I'unita di trascrizione & lo studio della sintesi di RNA in
vivo, o in casi particolarmente favorevoli, osservare al microsco-
pio elettronico la trascrizione (9.1)

I numerosi esempi elencati precedentemente (3-amilasi etc.)
fanno tuttavia ritenere che la definizione appena fornita non
¢ sempre applicabile: nei casi citati, infatti, si ha a che fare con
unita di trascrizione complesse e vedremo che vi sono nel gene
sequenze non codificanti che risultano critiche per la regola-
zione della trascrizione.

Nella figura 12 viene indicata una unita di trascrizione sem-
plice (9.2).

Prima di esaminare queste sequenze critiche a livello regola-
tivo, & bene ricordare che cosa s’'intende per sequenza che agi-
sce in cis od in trans. La TATA box, ad esempio, ovvero quella
sequenza necessaria per la trascrizione della regione del DNA
ad essa contigua, non produce molecole di RNA o proteine ma
agisce come tale, cioé esercita la sua funzione soltanto sulle se-
quenze che sono poste sulla medesima doppia elica di DNA nella
quale essa stessa risiede. Al contrario sequenze che agiscono
in trans, producono delle molecole (di RNA o proteiche) che pos-
sono agire su tutte le sequenze competenti poste sia sulla stes-
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sa molecola che su molecole diverse di DNA. Per quanto con-
cerne le molecole che agiscono in trans sulle unita di trascri-
zione, ricordiamo ’azione di un piccolo RNA nucleare (sn RNP
U4) implicato nella “maturazione” del trascritto rimuovendo le
sequenze a valle del terminale 3’ (8.3). Queste sequenze, posso-
no rispondere della formazione di piti trascritti a partire dalle
stesse unita di trascrizione.

Nella descrizione di una unita di trascrizione semplice, non
vanno dimenticate le sequenze dette “enhancer” le quali agen-
do sul promotore hanno la funzione di aumentare la trascrizio-
ne di quella sequenza anche mille volte (9.4). 1l loro effetto si
esercita indipendentemente dalla distanza dalla quale sono si-
tuate rispetto al promotore. Per immaginare come tali sequen-
ze possono esercitare la loro azione si puo pensare a delle strut-
ture terziarie del DNA che potrebbero essere riconosciute da
fattori che agiscono in trans. Numerose sono le proteine pro-
teine nucleari, la cui funzione non & ben nota, ma la cui azione
pud essere catalogata come fattori che agiscono in trans (9.5).

La descrizione sin qui fatta di queste unita che, con difficol-
ta, si possono omologare ad una unita di trascrizione semplice
si contrappongono ai “loci complessi”.

La concezione, piu volte ricordata, del cromosoma come una
collana di perle porto a ritenere eccezionali gli alleli di uno stes-
so gene che subivano ricombinazione. L’eccezionalita risiede-
va nella violazione delle leggi mendeliane della segregazione de-
gli alleli alla meiosi, e pertanto, alleli che non segregavano fu-
rono chiamati pseudoalleli (9.6). Di conseguenza, un locus con
pit alleli che potevano ricombinare veniva chiamato locus pseu-
doallelico.

In seguito divenne comune considerare questi fenomeni co-
me caratteristiche dei loci complessi, come ad esempio il locus
white, zeste, o rudimentary in drosofila. Con locus complesso
s'intende un numero finito di unita distinte, ma funzionalmen-
te correlate, che possono essere separate attraverso ricombina-
zione (9.7).
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La descrizione della organizzazione molecolare del locus white
della drosofila consente, grazie alle numerose mutazioni esisten-
ti in questo locus, di distinguere mutazioni che colpiscono la
porzione codificante del gene da quelle che ne colpiscono la re-
gione con funzione regolativa.

Mediante le metodiche del DNA ricombinante & stata mappa-
ta una regione del cromosoma X di circa 15 Kb nella quale so-
no localizzate tutte le mutazioni del locus white.

Il gene & costituito da un esone posto al terminale 5’ e da al-
tri quattro esoni, interrotti da quattro introni.

Il trascritto maturo & costituito da un mRNA di 2.6 Kb
(Fig. 19).

La mappatura delle varie mutazioni ha permesso di distin-
guere due porzioni del locus, una a sinistra della mutazione wl
ed una alla sua destra.

Nella porzione a sinistra sono localizzate le mutazioni che de-
terminano il fenotipo “occhi bianchi” oppure “occhi colorati”.
Se si esclude un elemento trasponibile copia, tutte le mutazio-
ni mappate in questa regione sono puntiformi. Nella porzione
alla destra della mutazione wl si verificano invece prevalente-
mente mutazioni per inserzione di elementi trasponibili noti,
che danno origine a mutanti con diversa colorazione dell’occhio,
ma sempre con produzione di pigmento.

La trascrizione di questo gene avviene a partire da 400 cop-
pie di basi a monte dell’esone 1 e quindi, (figura 19) alla destra
della mutazione wi. L'espressione del gene white comporta non
solo la presenza di pigmento negli occhi ma anche accumulo
di pigmento nei tubuli malpighiani e nei testicoli del mosceri-

< DZi
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Figura 19 Rappresentazione schematica del locus white in drosofila.
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no. La espressione di questo gene nei diversi tessuti & regolata
da una sequenza di circa duemila coppie di basi, posta a monte
del sito di inizio della trascrizione, che possiede al suo interno
una sequenza di 118 coppie di basi simile a quella di un “en-
hancer”. Il prodotto del locus zeste, una proteina che si lega al
DNA, promuove la trascrizione del locus white. Sono state cosi
localizzate sequenze a monte del sito d’inizio della trascrizione

che sono bersaglio di fattori che agiscono in trans tipo il pro-

dotto del locus zeste (9.8,9.9).

Recentemente il locus zeste & stato clonato (9.10) ed & stato
dimostrato che il suo prodotto & una proteina di circa 90 Kd
che si lega ad una porzione del locus white prima dell’inizio della
trascrizione. L’'interazione tra questi due loci, nota da tempo,
viene chiamata trasvezione (9.11) e puo essere considerata co-
me una complementazione tra due alleli (9.12). Perche avvenga
la trasvezione occorre che vi sia un appaiamento omologo tra
regioni di cromosomi X dove sono localizzati i loci white e ze-
ste e che sia attivo almeno un allele del locus zeste. Si pensa che
piu molecole del prodotto del locus zeste agiscano sul promo-
tore del locus white. A rinforzare ’evidenza della interazione
tra i loci zeste e white per una correttta espressione di quest’ul-
timo si ¢ trovato che un allele del locus z1 zeste produce I'inibi-
zione della trascrizione del locus white in particolari condizio-
ni (9.11). Si puo vedere, nella figura 19, quale sia la porzione
del locus che viene trascritta; ma non ¢ altrettanto semplice de-
finire con esattezza gli estremi del locus: in altri termini non
sappiamo dove termina il locus white e dove inizia il locus ze-
ste, anche se mediante incroci genetici si & convenuto che la mu-
tazione wDZL segna un limite del locus white.

Se si volesse dunque identificare il locus white come una unita
di funzione si dovrebbe comprendere in essa anche il locus ze-
ste, cosi come si considera parte integrante dell’operone del lat-
toso le sequenze i o, p. In questo caso, tuttavia, cid non risulte-
rebbe corretto. Infatti,é noto che il prodotto del locus zest atti-
va il promotore di un altro locus, Ultrabithorax ubx e quindi
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il contributo del locus zeste non si esaurisce nell’espressione
del locus white ma coinvolge anche il locus Ubx.

Questo esempio dimostra che un utile raccordo tra genetica
classica e genetica molecolare viene a cadere in quanto la fun-
zione che veniva attribuita al locus non ¢ in alcun modo identi-
ficabile. In altri termini i loci white e zeste non codificano ne
per il pigmento rosso degli occhi della drosofila né per un pro-
dotto specifico per quel locus (zeste).

Si & detto che il prodotto di trascrizione del locus white & un
mRNA di 2,6 Kb e che la sua sintesi ¢ influenzata da fattori che
agiscono sia in cis che in trans. Per lungo tempo si ¢ pensato
che il locus fosse deputato alla sintesi del pigmento che & depo-
sto negli ommocromi, oggi si ha motivo di supporre che il suo
prodotto sia una proteina di 7.8 Kd implicata nel trasporto di
membrana (9.13).

La identificazione del gene con il cistrone ha portato a consi-
derare quest’ultimo come unita di funzione, ovvero il segmen-
to di DNA che codificava per il prodotto polipeptidico corrispon-
dente. Le conoscenze sulla genetica delle immunoglobuline ren-
dono difficile pensare ad un cistrone come un segmento che co-
difica per una catena polipeptidica. Peraltro i geni sovrapposti
ed i meccanismi di maturazione alternativi rendono poco affi-
dabile la identificazione del gene come unita di trascrizione, cosi
come ad essi non & possibile applicare il termine cistrone.

Sino a che non saranno note tutte le sequenze e tutti i fattori
proteici che hanno rilevanza sulla trascrizione di una sequen-
za di DNA, non si puo essere in grado di fornire una definizio-
ne soddisfacente di gene.

Si & cosi giunti ad un paradosso: a 40 anni dalla scoperta del
DNA quale responsabile dei caratteri ereditari e dopo 'epoca
delle grandi scoperte di Benzer, Yanofsky, Jacob e Monod si ¢
di fronte alla difficolta di definire in maniera univoca il gene.
E ancora piu paradossale ¢ pensare che I'avvento della meto-
dologia del DNA ricombinante non ha certamente fornito una
definizione pili accurata di gene. :
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A quanto gia detto si puo aggiungere che sia in organismi pro-
cariotici che eucariotici sono stati spesso trovato trascritti detti
anti-senso.

Queste molecole di RNA sono trascritte da entrambi i filamen-
ti di DNA del gene. Nei procarioti (9.14,9.15) si & supposto che
tale fenomeno abbia una funzione regolativa. Nel caso del gene
della dopa-carbossilasi nella drosofila (9.16) si & visto che sono
presenti contemporaneamente i due trascritti solo nel testico-
lo, mentre negli altri tessuti & presente I'uno o l'altro dei due
trascritti.

Anche per gli eucarioti si & pensato ad una funzione regolati-
va dei trascritti anti senso: sono state proposte alcune ipotesi
molto suggestive su come tale regolazione potrebbe avvenire,
ma allo stato attuale non sono altro che delle speculazioni (9.17).

E evidente, invece, che non é facile capire come questo ferno-
meno della trascrizione di ambedue i filamenti si possa conci-
liare con il concetto di cistrone né con quello di colinearita del
gene ed ancora meno con la visione di gene come unita di tra-
scrizione. Dal momento che non si ha qui lo scopo descrivere
tutti fatti non spiegati della Genetica bensi di mostrare che si

sta vivendo una crisi concettuale per quanto attiene il concetto’

di gene. ci si puo infine chiedere percheé non siano stati presi
in esame i geni per gli RNA di trasferimento né quelli per 'RNA
ribosomiale: lo spazio dato non lo ha permesso e sono state pe-
raltro, gia, esposte numerose ‘“‘bizzarie” da rendere inutile un
elenco pitt lungo.

B. Lewin, nel suo celebre “Genes”’, nel tentativo di definire
1 rapporti tra geni e polipeptidi sostiene la seguente tesi:

Invece di dire “‘un gene - un polipeptide”, possiamo descrive-
re la relazione come “un polipeptide - un gene”. Cosi possiamo
considerare la sequenza che ¢ in realta responsabile della pro-
duzione del polipeptide (che include esoni ed introni) come il
gene riconoscendo al tempo stesso che dal punto di vista di un’al-
tra proteina, parte di questa stessa sequenza, potrebbe anche
appartenere al suo gene. Cid suggerisce 'uso di espressioni co-
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me ‘“‘geni sovrapposti”. Dato questo uso di “gene’’ come un ter-
mine che sta a significare una sequenza di DNA responsabile
della sintesi di una proteina, le circostanze fanno capire che non
possiamo continuare ad attribuirgli quei precisi connotati di
complementazione e quella unicita di rappresentazione che sa-
rebbero stati impliciti solo poco tempo fa.

Puo stupire che un ricercatore cosi attento come Lewin, ten-
da ad una semplificazione che puo essere facilmente confuta-
ta. In altri termini, se & necessaria una formulazione di gene
che sia la piti universale possibile (& poi necessario che sia uni-
versale?), come ricondurre alla definizione ‘“un polipeptide - un
gene’’ le sequenze che codificano per molecole di rRNA e tRNA:
i tempi per una “‘rivoluzione” del concetto di gene non sono an-
cora maturi.
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10.

CONCLUSIONI

Vi sono numerose opinioni sul ritardo nella identificazione
del DNA come responsabile dei caratteri ereditari: € certo che
I'interesse per lo studio della base fisica dei fenomeni eredita-
ri nasce dalle esperienze di Miescher e quindi in qualche modo
la nascita della Genetica risulta come un freno allo sviluppo di
questi studi.

In secondo luogo, al di 1& degli indubbi contributi che P.A.
Levene ha fornito, la sua ipotesi del tetranucleotide, ha messo
fuori causa per circa 30 anni gli acidi nucleici quali possibili
candidati come latori dei caratteri ereditari. E fin troppo faci-
le rilevare che all’inizio del XX secolo non si aveva nozione che
gli acidi nucleici fossero delle macromolecole. Infatti il concetto
di macromolecola & solo del 1920, quando H. Staudinger prova
con certezza che le proteine sono delle macromolecole e coin-
volge gli acidi nucleici solo nel 1938 quando studi di ultracen-
trifugazione del DNA dimostrarono che anche gli acidi nuclei-
ci sono delle macromolecole.

Nonostante che questa scoperta permettesse di superare il
blocco costituito dall’ipotesi del tetranucleotide, non c¢’¢ alcun
tentativo di riconsiderare il ruolo acidi nucleici; sino alle os-
servazioni di Avery, McLeod e McCarthy.

All’epoca in verita si poteva dubitare, come ha fatto Mirsky,
della completa assenza di proteine nelle preparazioni di DNA
di Avery. Ma non si pud non rimanere stupiti, quando, nove an-
ni dopo Hershey e Chase ammettono che il 20% delle proteine
virali entrano all’interno del batterio. L’occasione era impor-
tante ma, non rappresento alcun elemento di dubbio nel consi-
derare il DNA come responsabile delle informazioni genetiche
essenziali alla replicazione virale. '

Gli esperimenti di Hershey, pu tardi, colpirono molto la fan-
tasia di Watson e lo indussero a pensare che gli acidi nucleici
fossero dei buoni candidati a costituire i caratteri ereditari. Al-
lora come & possibile che la stessa critica alle metodologie spe-
rimentali ebbe esiti cosi diversi?
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G.S. Stent (10.1) ritiene che il rifiuto della scoperta di Avery
da parte dalla comunita scientifica sia imputabile alla “prema-
turita” della scoperta. L’Autore si chiede cosa voglia dire pre-
maturita e la definisce nel modo seguente:

Una scoperta ¢ prematura se le sue implicazioni non possono es-
sere unificate, mediante una serie di passaggi logici, alle cono-
scenze canoniche, ovvero generalmente accettate (10.1)

Egli commenta la storia della scoperta della doppia elica del
DNA a partire dagli studi di Miescher e conclude che I'incapa-
cita nel mondo scientifico dell’epoca ha sottovalutato Miescher
ed Avery perche esiste una innata predisposizione al conserva-
torismo tra gli scienziati. Stent aggiunge che il buon ricercato-
re &

..un uomo privo di pregiudizi con la mente molto aperta che &
pronto a sposare ogni nuova idea che sia corroborata dai fatti.
La storia della Scienza mostra, tuttavia, che gli scienziati non si
conformano a questa credenza (10.1)

La storia de]l DNA ne & una riprova. Vi sono certamente delle
eccezioni a questa visione, rappresentate da Mendel e da Wat-
son e Crick.

In cosa questi scienziati non si conformano ai comportamen—
ti usuali degli scienziati?

Sono tutti degli “outsider”, nel mondo della ricerca in senso
accademico, ma non dei dilettanti della rigorosita della loro spe-
rimentazione. Mendel aveva sottoposto a K. Nigeli i suoi “ri-
voluzionari” dati, ma questi, pur essendo una autorita nella Bo-
tanica all’epoca, non li aveva compresi affatto.

Siamo debitori a Mendel per le sue scoperte, ma queste sono
state “‘dimenticate” per quasi cinquanta anni.

La scoperta della doppia elica fatta da Watson e Crick & al-

‘trettanto “rivoluzionaria” in quanto riesce a ricomporre tutte
le precedenti scoperte (Avery compreso) ed aprire una prospet-
tiva di ricerca che ancora non si & conclusa.
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Watson e Crick erano certamente due “outsider” della ricer-
ca quando giunsero alla loro scoperta, Chargaff, che li conob-
be prima della loro scoperta, dice:

Quando incontrai per la prima volta F.H.C. Crick e J.D. Watson
a Cambridge negli ultimi giorni del maggio 1952, mi sembrarono
una coppia male assortita. Questo episodio per niente memora-
bile & stato dipinto e ridipinto (“Cesare entra nel Rubicone”), ri-
toccato o riverniciato. Le diverse autoglorificazioni e agiografie
(10.2,10.3) sono state cosi generose di aureole posticce (10.4)

Chargaff ricorda che incontrd Watson e Crick in occasione
di una visita al Cavedish Laboratory tra il 24 ed il 27 maggio
1952, ‘ed aggiunge che:

La mia prima impressione non fu certo buona e non migliord no-
nostante le facezie che animavano il colloquio tenuto subito do-
po, se “colloguio” &il vocabolo giusto per designare qualcosa che
sembrava una tirata di parole slegate fra loro. Per prevenire 'ac-
cusa di crimen laesarum maiestatum, devo rilevare che coppie mi-
tologiche o storiche, come Castore e Polluce, Armodio e Aristogi-
tone, Romeo e Giulietta, dovevano sembrare del tutto diverse pri-
ma dell’azione rispetto a quel che sarebbero state successivamente
(10.2)

E in un successivo passo del suo libro aggiunge:

...ebbi la sfortuna di conoscere quei due grandi quando erano an-

cora straordinariamente piccoli; cio che spuntava fuori dai loro
zaini non erano propriamente bastoni da maresciallo, e persino
gli zaini erano ben poco appariscenti. Il mio giudizio fu sicura-
mente affrettato e forse sbagliato (10.2)

Chargaff analizza retrospettivamente I'incontro che ebbe con
loro:

...i due, non gravati da alcuna cognizione di chimica su questo
argomento, volevano in qualche modo definire il DNA come un’e-
lica; il principale motivo di ispirazione sembrava il modello a elica-
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8 di una proteina, descritto da Pauling, perché era naturale esten-
dere questo principio di struttura ad altre macromolecole con-
catenate. Non mi ricordo se effettivamente ho avuto 'opportuni-
ta di vedere un modello dimensionalmente corretto di una cate-
na di polinucleotidi, perd non lo credo, perché quei ricercatori
non avevano ancora alcuna familiarita con le strutture chimiche
dei nucleotidi; gia allora si preoccupavano invece, e probabilmente
avevano ragione, della corretta geometria della loro spirale. Mi

' & anche uscito di mente se siano state mai citate le ricerche della
struttura del DNA, effettuate con i raggi Roéntgen contempora-
neamente da Rosalind Franklin e da M.H.F. Wilkins al King's Col-
lege di Londra (10.2)

Ed aggiunge ancora:

Era chiaro che mi trovavo di fronte a una novita assoluta: enor-
me ambizione e aggressivita, associate a una quasi totale igno-
ranza e disprezzo della chimica, la piu reale di tutte le scienze
esatte, un disprezzo che piti tardi doveva esercitare un'influenza
molto dannosa sullo sviluppo della “biologia molecolare” (10.2)

Chargaff, infine, si interroga sul perche a lui sia “sfuggita”
la scoperta della doppia elica e conclude:

....ero stato troppo sciocco, ma se Rosalind Franklin e io avessi-
mo potuto lavorare insieme, avremmo portato a termine qualco-
sa del genere in uno o due anni. Dubito, perd, che saremmo riu-
sciti a elevare la doppia elica a cid che una volta ho definito “il
simbolo potente che ha sostituito la croce come firma dell’anal-
fabeta di biologia” (10.2)

1l giudizio finale di Chargaff testimonia il rammarico per
un’occasione mancata e cerca di redimersi con una frase ad ef-
fetto. Vi sono in altri capitoli del libro dei passaggi che prova-
no la 'prematuritd’ della scoperta di Avery. L'Autore si chiede
nel 1948, cosa avrebbe potuto significare che:

....il DNA contiene uguali quantitd di purine e pirimidine? (10.2)
e racconta che durante una serie di seminari da lui tenuti nel 1949
egli accenno a questa idea della regolaritd nel DNA:

..... ma incontrai di nuovo una scarsa comprensione {10.2)
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Egli stesso giustifica questa scarsa udienza alle sue idee:

....del resto, neppure io....vedo di buon occhio che si enuncino leggi
naturali sulla base di concezioni e pertanto lasciai da parte la sco-
perta della complementarieta.... (10.2)

In occasione della valutazione della scoperta di Avery e col-
laboratori e dei suoi stessi contributi alla scoperta della dop-
pia elica, Chargaff cosi si espirme:

Avery esercito la sua influenza su un piano del tutto diverso, li-
mitandosi alle scienze biologiche, e il suo nome ¢ tuttora scono-
sciuto in larghe cerchie. Mentre i successori di Mendel poterono
dimostrare che le leggi dell’ereditarieta da lui scoperte erano ri-
conducibili a fattori ereditari realmente esistenti e riscontrabili
nei cromosommmi, la scoperta di Avery richiamava la natura chi-
micadi quei fattori, cioé la composizione dei geni. Le osservazio-
ni fatte nel mio laboratorio completarono la ricerca, in quanto
dimostravano che gli acidi deossiribonucleici potevano effettiva-
mente rappresentare testi ricchi di informazioni precise e che,
inoltre, tali testi avevano in comune una qualita del tutto nuova,
presentando un appaiamento rarissimo e inaspettato di compo-
nenti del DNA. Tutte queste scoperte erano il risultato di un pen-
siero induttivo, si fondavano su numerose osservazioni sperimen-
tali, come fu il caso di successive importanti scoperte: per esem-
pio, nella scoperta dei meccanismi di duplicazione degli acidi nu-
cleici e nell’esplorazione del codice genetico. Il modello a doppia
elica del DNA, che ebbe un notevole influsso sulle scienze biolo-
giche, & qualcosa di affatto diverso. Nel modo in cui fu presenta-
to, questo modello & in sostanza un capolavoro di imballaggio,
un gioco estremamente abile ed arguto della mente, e come tale
ben si adatto alla vigorosa campagna pubblicitaria che si scate-
no quasi subito dopo la sua formulazione. Dodici anni pitt tardi,
volgendo lo sguardo a quel trambusto iniziale, cosi scrissi: - non
& questa la sede per scrivere I'histoire intime di una scoperta, ma
voi sapete che il pitt eminente simbolo carismatico del nostro tem-
po - la scala a chiocciola, che, come speriamo, conduce al cielo
- & stato oggetto di una pubblicita notevolmente penetrante. E ser-
vita come emblema, si trova impressa sulle cravatte, orna i fogli
di carta di lettera, & collocata davanti a certi edifici come scultu-
ra di richiamo commerciale -. (10.2)
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Si puo dire che vi sono state molte polemiche attorno al li-
bro di Watson ‘“La doppia elica” che usci nel 1968 : tra queste
¢ da ricordare quella tra M.F. Perutz e Watson.

Lo scopritore della doppia elica racconta, nei capitoli 24 e 25
del suo libro (10.3), come venne in possesso, alla fine di gennaio
del 1953 di un “rapporto confidenziale”, stilato dal Prof. J.T.
Randall, che conteneva “vitali” informaziomni circa i risultati
degli esperimenti di diffrazione ai raggi X della molecola di
DNA; secondo Watson avrebbe avuto il rapporto da Perutz.

In un articolo Perutz dice testualmente, a questo proposito
che:

I'incidente, come & stato raccontato da Watson costituisce una
ingiustizia alla storia di una delle pil1 grandi scoperte del secolo
(10.4)

Perutz aggiunge che Watson nel suo libro descrive:

....Wilkins e la signorina Franklin come gelosi custodi dei loro dati
e che Watson e Crick ne vengono in possesso in maniera segreta
attraverso un rapporto confidenziale che io diedi loro (10.4)

Perutz ricorda che incontro Randall il 15 Dicembre 1952; in
quella occasione Randall parlo dei suoi dati e consegno il fa-
moso “report”. Secondo Perutz, Watson venne a conoscenza del
“report” da Wilkins, a cui chiese di vederlo. Cid accadde, se-
condo Perutz, perche non vi era nulla di segreto e perche lui,
all’epoca, inesperto, permise a Watson di leggere il “report” sen-
za che ne fosse stato autorizzato da Randall. Aggiunge, inoltre,
che il famigerato “report” conteneva dati che Watson doveva
conoscere. Perutz allega parte dei contenuti del “report” che
hanno il titolo “X-ray studies of calf thymus DNA” di R.E. Frank-
lin e R.G. Gosling ed un contributo di M.H.F. Wilkins “Desoxy-
ribose nucleic acid and nucleoprotein structure”.

Perutz afferma, senza ombra di dubbio, che Wilkins:

permise di conoscere a molti, anche se forse non tutti, i dati otte-
nuti al King (College) anche a Watson che a Crick (10.4)
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Infine ricorda che se Watson non avesse sbagliato (non com-
preso) il seminario tenuto da R. Franklin nel novembre del 1951,
tutti i dati misteriosamente contenuti nel rapporto li avrebbe
gia conosciuti nel 1951. Riconosce, Perutz, inoltre che queste
informazioni erano di vitale importanza per costruire il modello
della doppia elica del DNA.

Nello stesso fascicolo di Science vi € una replica di Watson
il quale dice:

Il fatto importante non & che nel novembre 1951 io avrei potuto
appuntarmi i dati di Rosalind...... ma che non lo feci. Quando Fran-
cis {Crick) vide.... (il rapporto di Randall) subito comprese 'asse
di simmetria (che si evinceva dai diffrattogrammi) e le sue impli-
cazioni sulla struttura del DNA (10.5)

In un passo successivo Watson aggiunge:

“The fiasco” del novembre 1951 ebbe origine principalmente per
la mia cattiva comprensione dei dati di Rosy e per la mia scarsa
conoscenza della cristallografia..... Percio il rapporto, sebbene non
necessario, fu molto, melto utile (10.5)

Watson conclude la sua replica nel seguente modo:

E se Max (Perutz) non ha fatto parte del Comitato, ritengo che né
Francis (Crick) né io avremmo potuto vedere il rapporto; e se ac-
cadde cio, fu un colpo di fortuna che mai potessimo vederlo (il

" rapporto). Infine, 'asserzione di Max che il laboratorio del King
(College) era generalmente aperto allo scambio dei dati semplifi-
¢a in maniera sbagliata una situazione, che nel mio libro, ho pro-
vato a descrivere come molto complicata dal punto di vista dei
rapporti umani (10.5)

Quando passioni e tesi recenti si scontrano non ¢ facile rico-
struire lintreccio cronologico dello sviluppo del pensiero
scientifico.

Si capisce perche, due soli personaggi, per quanto autorevo-
li, come Chargaff e Perutz abbiano commentato solo alcuni
aspetti del libro di Watson sulla scoperta della doppia elica.
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Risultera ovvio da quanto segue come il testo inteso a deluci-
dare la storia della doppia elica non chiarisca del tutto gli eventi
(10.3).

La rivista Nature nell’aprile del 1974, in occasione del 21° anno
di eta del modello di Watson e Crick, in un fascicolo titolano
““Molecular biology comes of age” e riportano articoli di F. Crick
(10.5), L. Pauling (10.6), E. Chargaff (10.7) e di A. Klug (10.8).

Ciascuno di questi articoli merita la pit attenta lettura se si
vuole comprendere il contributo di questi protagonisti della sco-
perta e le loro opinioni personali. In particolare credo, che Crick
sia una delle rare volte che si cimenta con la “sua” storia di que-
sta scoperta. Ritengo utile per il lettore che ne prenda visione
integralmente mentre citerd solo alcuni passi dell’articolo di
R. Olby (10.9), nel quale si racconta quali fossero le idee circa
il DNA prima del 1953. Olby riferisce che nel 1950 in una con-
ferenza sulla biochimica degli acidi nucleici si diceva:

La grande quantita di acidi nucleici che compone le cellule lascia
pensare che queste sostanze siano implicate in alcune importan-
ti funzioni biologiche. Ciononostante, con la sola eccezione (la tra-
sformazione batterica)non vi sono state prove di una data funzio-
ne biologica mediata da alcuno di questi polinucleotidi; né enzi-
mi, né ormoni, né vitamine o nessuna importante “‘sostanza di cre-
scita” sono state identificate come acidi nucleici (10.9)

In altro passo Olby cita D. Mazia che pensava:

Lo spermatozoo non ha altra funzione che rappresentare un pon-
te tra due generazioni; le sue attivita fisiologiche sono limitate
alla trasmissione di un nucleo all’interno dell'uovo. Se la compo-
nente proteica (dello spermatozoo) degenera ....... noi possiamo pro-
vare che un completo complemento genetico & trasmesso dal nu-

cleo, & suadente pensare che questa componente (DNA) abbia le
proprieta dei geni (10.10)

Infine, la scoperta che il DNA induceva la trasformazione an-
che in E. coli, fatta da Boivin-Vanderly nel 1948 (10.11) dimo-
stra che il lavoro di Avery provoco, almeno in alcuni, uno sti-
molo per lo sviluppo di importanti ricerche sugli acidi nucleici.
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Se il lavoro di Avery non fu compreso, esso non fu completa-
mente ignorato. o
Olby conclude con due riflessioni:

Dal 1950 la specificita chimica e biologica del DNA era emersa
- e valuta il contributo di E. Chargaff - 1a chiave del modello (del-
la doppia elica) era I'accoppiamento delle basi, e ¢i6 era in accor-
do con le regole di Chargaff....Ora, dopo 21 anni quale fecondo
raccolto si & avuto da questa semplice idea (10.9)

Perché sia dato a Cesare cio che & di Cesare riportiamo una
cronologia (10.12) delle scoperte che hanno portato Watson e
Crick a formulare la loro ipotesi.

1. Il lavoro di Levene (1909-1937) ha portato all'identificazio-
ne della natura chimica dei nucleosidi e dei nucleotidi, Todd
e isuoi colleghi (1945-1952) hanno studiato con dettaglio la
natura del legame tra i nucleotidi. .

2. Caspersson ed altri ricercatori (dal 1938) hanno dimostrato
che il DNA era una macromolecola.

3. Chargaff e Wyatt (dal 1948) hanno determinat‘o un rappor-
to quantitativo tra le basi puriniche e pirimidiniche nel DNA.

4. Avery e collaboratori (1944) dimostrarono I'importanza ge-
netica del DNA, confermata da Hershey e Chase (1952).

5. Cochran, Crick, Vand e Strokes (1952) hanno formulato la
teoria della diffrazione ai raggi X delle eliche.

6. Le fotografie dei diffrattogrammi ai raggi X fa‘tte da Astbu-
ry e Bell (1938) e da Wilkins e Gosling (1950) dlmostravz}no
che il DNA era una fibra cristallina con le basi azotate im-
pilate le une sulle altre. '

7. Furberg nel 1949 dimostro che all’interno del nucleoside L'ft
base azotata e lo zucchero erano perpendicolari e cio lo porto
a postulare una struttura per il DNA ad elica a singolo fila-
mento.

8. Gli studi mediante la diffrazione ai raggi X eseguiti da Frank-
lin e Gosling permisero di accertare che in base alla idrata-
zione delle fibre esistevano due forme di DNA e che lo sche-
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letro zucchero-fosfato era esterno mentre le basi azotate era-
no poste all'interno, e suggerivano che la molecola poteva
essere a doppio o triplo filamento e mostrava un asse di sim-
metria (1951-1953).
9. Dalla diffrazione delle fibre cristalline di DNA Wilkins e Sto-

kes nel 1951 conclusero che il DNA era organizzato in elica
e calcolarono tutti i parametri dell’elica. ;

10. Gulland e collaboratori nel 1948 dimostrarono il legame
idrogeno tra le basi.

11. Donohue nel 1953 forni a Watson e Crick la giusta forma
tautomerica delle basi azotate.

Pit volte numerosi Autori hanno attribuito alla scoperta del-
la doppia elica del DNA il termine di una rivoluzione scientifi-
ca.

Orbene, per nostra fortuna disponiamo di una definizione pre-
cisa di cio che ¢ una rivoluzione scientifica e questa ci & offerta
da K.R. Popper nel suo celebre articolo del 1973 “Problems of
scientific revolution”. Un passo di questo articolo dice:

..... il progresso nella scienza, pur non essendo rivoluzionario piut-
tosto che semplicemente cumulativo, & in un senso sempre con-
servativo : una nuova teoria, quantunque rivoluzionaria, deve sem-
pre essere capace di spiegare pienamente i motivi di successo della
teoria precedente (10.13)

Le scoperte di Watson Crick e Wilkinson sono all’interno di
un filone ben radicato, quello “strutturistico”. Risulta, inoltre
evidente come i contributi precedenti il 1940 siano stati essen-
ziali per il Javoro dei ricercatori, quindi nella scoperta della dop-
pia elica questa prima condizione & verificata.

In secondo luogo la scoperta del DNA come latore delle in-
formazioni ereditarie non puo “spiegare pienamente i motivi
di successo della teoria precedente” semplicemente perché non

vi era una teoria definita della base materiale dell’eredita-
rieta.
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In un certo senso, poiché sappiamo che i cromosomi sono co-
stituiti da DNA, possiamo dire che le teorie cromosomiche del-
I'ereditarieta degli inizi del secolo acquisirino un altro valore.
alla luce della scoperta del 1953. «

Il giudizio di uno scenziato come L. Pauling conferma giusta-
mente 'attributo rivoluzionario alla scoperta della doppia eli-
ca; non vi & alcun dubbio quindi che si possa considerare “‘rivo-
luzionaria” in senso popperiano la scoperta del DNA quale la-
tore dei caratteri ereditari.

Sorge solo un dubbio, sollevato da G. Giorello, se sia sempre
corretta 'analisi popperiana delle rivoluzioni scientifiche: se-
condo Giorello 'uso degli standard popperiani non avrebbero
riconosciuto come ‘‘rivoluzionarie” le scoperte di Galilei.

Rimane da verificare nel caso in questione se la rivoluzione
scientifica ha anche promosso nuove conoscenze e ricondotto
inun solido paradigma concettuale le scoperte precedenti e se-
guenti ad essa.

Secondo T.S. Kuhn le rivoluzioni scientifiche sono un processo
di rielaborazione concettuale nel quale:

1 dati richiesti per realizzare la rivoluzione sono esisti in prece-
denza al margine della coscienza scientifica, 'emergere di una,
crisi li porta al centro dell’attenzione e la rielaborazione concet-
tuale rivoluzionaria consente di vederli in una luce nuova (10.14)

Hanson (10.15) sostiene che la scienza sia “cumulativa”, ov-
vero la scienza costruisce su qualcosa di gia noto, si pensi a Ke-
plero e Galilei. I fondatori della Genetica e le premesse della
teoria mendeliana ed il pensiero di Eistein possono essere con-
siderati come generalizzatori delle teorie precedenti. Inoltre,
nella pratica scientifica si arriva spesso alla crisi, ovvero all’ab-
bandono di un paradigma (10.16) per un altro e questo abban-
dono si verifica in quanto la vecchia teoria si rivela sempre piu
incapace a risolvere le anomalie incalzanti. La rivoluzione ha
luogo perché nuovi risultati offrono nuovi modi di considerare
le cose, e creano a loro volta nuovo problemi.
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I vecchi problemi vengono poi archiviati o dimenticati; pur-
troppo per noi.

Se la scoperta del DNA, come latore delle informazioni ere-
ditarie compiuta da Watson, Crick e Wilkins, & indubbiamente
“rivoluzionaria”, rimane da chiarire se la biologia molecolare
aj giorni d’oggi abbia ancora una funzione rivoluzionaria nel-
I'ambito della conoscenza scientifica. Secondo G.S. Stent (10.17)
e chi scrive forse non lo & piu, perche in essa prevale la meto-
dologia, rispetto, ad esempio, alla biologia cellulare. La cono-
scenza dei fattori frenanti che sono emersi nel corso dello svi-
luppo della biologia molecolare dal 1970 in poi ne costituisco-
no una prova sommaria. Rimandiamo percio ad altri questa ri-
cerca.
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