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Dagli organismi modello ai progressi della medicina

Il fungo usato per la fermentazione della birra è diventato un organismo usato in tutto il mondo per far avanzare la ricerca sul cancro.

Il cancro colpisce milioni di persone in tutto il mondo ogni anno. Tuttavia, grazie all'avanzamento della ricerca sul cancro e sulla biologia cellulare, i trattamenti e le percentuali di sopravvivenza stanno continuamente migliorando. Sarà un sorpresa, ma il lievito Schizosaccharomyces pombe è uno strumento importante per i ricercatori. Questo organismo modello ben studiato (vedi riquadro) ha permesso entusiasmanti scoperte che hanno vinto il premio Nobel e per più di 50 anni ha fornito informazioni su come le cellule normali e quelle cancerose crescono e si moltiplicano.

Il cancro è l'equivalente umano di un'erbaccia - cellule anormali indesiderate crescono senza controllo e nel posto sbagliato. Spesso si tratta del risultato di una serie di cambiamenti nel DNA di una cellula, cioè di mutazioni, che si accumulano nel tempo. Queste mutazioni fanno crescere le cellule molto rapidamente e le fanno moltiplicare frequentemente, producendo tumori che invadono tessuti e organi circostanti e possono provocare danni. Per comprendere come queste mutazioni causano il cancro, è prima di tutto importante capire come le cellule lavorano in condizioni normali.
 

Purtroppo, le cellule umane non sono ideali per le ricerche sul ciclo cellulare. Il genoma umano contiene circa 20.000 geni, molti dei quali hanno più di una funzione. Inoltre, le cellule e il DNA umano possono essere difficili da manipolare in laboratorio, rendendo complicato lo studio della funzione di un particolare gene. Il lievito S. pombe ha fornito una soluzione. Questo organismo unicellulare è lungo 11 μm, largo 4 μm ed ha solo 5000 geni.

S. pombe è stato descritto per la prima volta nel 1893 dallo scienziato tedesco Paul Lindner, che lo scoprì in una birra al miglio est-africana. Da questo deriva il suo nome, dato che la parola Swahili per birra è pombe. I ricercatori cominciarono a studiare la genetica ed il ciclo cellulare di S. pombe negli anni '50. E' ideale per la ricerca per molte ragioni . È facile da far crescere, non è patogeno, le cellule sono abbastanza grandi da poter essere facilmente osservate al microscopio, contiene solo 3 cromosomi e si divide ogni 2-4 ore (vedi riquadro).

Uno dei punti di forza di S. pombe come organismo modello è la facilità con cui il suo genoma può essere manipolato – geni specifici possono essere rimossi o si può aggiungere DNA addizionale.

Gli scienziati possono far crescere queste cellule geneticamente modificate e il fenotipo risultante (le caratteristiche osservabili dell'organismo) rende possibile capire la funzione del gene alterato. Le cellule di S. pombe sono inoltre aploidi, posseggono cioè solo una copia di ogni gene. Questo rende ancora più semplice studiare la funzione del gene. In una cellula diploide (dove sono presenti due copie di ciascun gene), bisogna assicurarsi che entrambe le copie siano mutate per avere un fenotipo che sia significativo. Avere una sola copia di un gene, come S. pombe, rende più semplice l'intero processo.

Inoltre, S. pombe ha un ciclo cellulare ben caratterizzato e la sua forma a bastoncello è particolarmente adatta per studi sulla crescita e divisione cellulare. La cellula mantiene la sua forma bastoncellare e si allunga alle estremità fino a raggiungere una precisa lunghezza. Il DNA si duplica e una copia del genoma si muove verso le due estremità della cellula, quindi si forma un setto (che si può colorare con un colorante fluorescente) al centro della cellula e questa si divide (fig.1). Questo ciclo si ripete (una cellula cresce e poi si divide in due) finché le condizioni sono quelle adatte per la crescita (ad esempio abbondanza di nutrienti).
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Figura 1. Il ciclo cellulare: a) immagine microscopica di S. Pombe colorato con calcofluoro, un colorante fluorescente che si lega alla parete cellulare. Le cellule duplicano il loro DNA e crescono finché raggiungono una lunghezza critica, a quel punto si forma un setto e la cellula si divide. b) le fasi G1, S (duplicazione del DNA), G2 e M (mitosi) del ciclo cellulare di S. pombe. La fase in cui si trova S. pombe può essere stimata misurando la sua lunghezza.


Negli anni ’70 Paul Nurse e i suoi colleghi isolarono e caratterizzarono mutanti del ciclo cellulare di S. pombe, e questo lavoro portò poi al Premio Nobel nel 2001. Inizialmente i ricercatori cercarono alterazioni genetiche che causassero la morte delle cellule o cellule anormalmente lunghe che non riuscivano a dividersi (Nurse et al., 1976). La figura 2 mostra cellule anormalmente lunghe che non riescono a dividersi per l’inibizione di un gene chiamato cdc (cell-division cycle).
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Figura 2: cellule di S pombe contenenti una mutazione del gene cdc25 sensibile alla temperatura possono crescere normalmente (a), ma si allungano e non si dividono quando sono esposte ad una certa temperatura (b). il gene cdc25 codifica per una proteina che controlla la progressione del ciclo cellulare. Inibendo il gene cdc25 le cellule rimangono ferme nella fase G2 (figura 1) e sono incapaci di entrare nella fase M e dividersi.


I vantaggi degli organismi modello diventano chiari quando la ricerca contribuisce alla comprensione di processi che avvengono nell’uomo. Molti dei geni di S. pombe che regolano la riparazione del DNA, i controlli ai checkpoint ed il ciclo cellulare hanno omologhi (equivalenti) nelle cellule umane. Per esempio, dopo aver identificato il gene cdc2 in S. pombe, Nurse e colleghi identificarono il gene corrispondente, cdk1 (cyclin dependent kinase 1) nell’uomo (Lee & Nurse, 1987). Questo gene nell’uomo codifica per una proteina che inizia e regola la divisione cellulare. Mutazioni di questo gene possono attivare una divisione cellulare non prevista e la duplicazione o delezione di sezioni cromosomiche, che possono portare all’insorgenza del cancro. Oggi si studia il possibile uso dell’inibizione selettiva di CDK per il trattamento del cancro. Le opportunità vanno oltre rispetto alla cura del cancro – infatti, omologhi di almeno 50 geni di S. pombe sono implicati in diverse malattie umane come la fibrosi cistica, la sordità ereditaria e il diabete di tipo 2.
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Struttura dell'interno del lievito. C'è ancora molto da capire sulla struttura interna di questo fungo


S. pombe è così essenziale per la ricerca che, nel 2002, è stato il sesto organismo eucariote ad avere il genoma sequenziato e pubblicato. Questo ha consentito lo sviluppo di ulteriori strumenti per studiare S. pombe.Per esempio, è stata creata una libreria di 3308 ceppi di S. pombe, ognuno dei quali manca di uno dei geni non essenziali. Inoltre, tutte le proteine di S. pombe sono state marcate con la green fluorescent protein (che emette una luce verde in risposta ai raggi ultravioletti), consentendo la loro esatta localizzazione nella cellula se osservata attraverso un microscopio a fluorescenza. Questi strumenti renderanno S. pombe un organismo modello ancora più utile per studiare la funzione dei geni (Yanagida, 2002).

Non comprendiamo ancora completamente come avviene il controllo di processi come la crescita e la divisione cellulare, ed in particolare sono poco chiari i controlli globali della crescita cellulare. Questo semplice organismo unicellulare ci può insegnare molto sui processi che sono alla base del nostro corretto sviluppo e sullo sviluppo di malattie come il cancro.
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Quando pensiamo a un modello di solito immaginiamo qualcosa di più piccolo e più semplice rispetto all'originale, come un modello in scala di una ferrovia o una versione tascabile di un’auto d'epoca. Ma i modelli non sono sempre giocattoli: le mappe sono modelli che codificano i dettagli di un paesaggio e architetti e ingegneri costruiscono modelli per testare le loro idee prima di metterle in pratica a grandezza naturale.

Per decenni, i biologi molecolari hanno usato modelli in modo simile, studiando organismi più semplici al posto delle specie più complesse, compreso l’uomo. Tali ‘organismi modello’ spesso sembrano essere piuttosto diversi dalle specie per cui sono usati come modello. Per esempio, Caenorhabditis elegans (comunemente noto come C. elegans) è un verme lungo solo un millimetro e il suo stile di vita e aspetto ovviamente non sono per niente simili a quelli dell'uomo, eppure su scala molecolare condivide con noi molti processi di vita fondamentali. Lo studio di C. elegans ha portato a molte scoperte importanti, utili non solo per questa specie ma anche per molte altre. Per esempio, i ricercatori hanno usato C. elegans per studiare gli effetti dei peptidi beta-amiloidi, le molecole che si accumulano nel cervello dei malati di Alzheimer. Ciò ha contribuito a rivelare alcuni dei meccanismi molecolari alla base di questa malattia.

Diverso, ma simile

Qual è la ragione alla base di tale similarità tra le specie? Il confronto fra genomi di molte specie diverse ha rivelato che i geni per molte funzioni biologiche fondamentali si sono conservati nel corso dell'evoluzione e si trovano ora in specie che vanno dai batteri ai mammiferi. Anche se vermi ed esseri umani si sono differenziati da un antenato comune milioni di anni fa, circa il 40% dei geni codificanti nel genoma di C. elegans ha controparti umane.

Il lievito Saccharomyces cerevisiae, un organismo unicellulare, è forse ancora più distante dell’uomo, eppure questo organismo modello è stato di vitale importanza per la ricerca sul cancro. Questo perché il ciclo cellulare – la serie di processi attraverso i quali le cellule crescono e si dividono – è così fondamentale per la vita che si è conservato in tutte le specie eucariotiche, compreso il lievito. Il ciclo cellulare è anche fondamentale per la replicazione delle cellule tumorali e studiare questo ciclo nel lievito ha quindi portato non solo ad aumentare la nostra comprensione di un basilare processo di vita, ma anche a benefici clinici.
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Sviluppo del verme C. elegans da embrione a larva all'interno dell'uovo. Dalla fecondazione alla schiusa passano solo circa 12 ore.


Che requisiti deve avere un buon organismo modello?

Anche se ogni organismo modello ha i suoi vantaggi, ci sono alcune caratteristiche e prerogative condivise dalla maggior parte degli organismi modello. Una di queste è avere piccole dimensioni, poiché lo spazio di laboratorio è una risorsa limitata. C. elegans acquista molti punti qui, poiché si possono mantenere circa 10.000 individui in una singola piastra di 10 cm di diametro. Ma forse la caratteristica più importante condivisa da tutti gli organismi modello utilizzati in biologia molecolare, dal batterio Escherichia coli al topo di laboratorio Mus musculus, è il tempo di generazione molto breve rispetto all’uomo. C. elegans, per esempio, cresce da embrione ad adulto in soli tre giorni e ha una vita di sole due o tre settimane. Ciò significa che esperimenti che coinvolgono diverse generazioni possono essere svolti in settimane invece di anni.

Utilizzare un organismo semplice come modello è spesso un vantaggio in sé, poiché generalmente rende gli esperimenti più facili. Per esempio, il moscerino della frutta Drosophila melanogaster ha solo quattro coppie di cromosomi mentre gli esseri umani ne hanno 23. La Drosophila è quindi presto diventata l'organismo modello preferito per studiare come i geni sono trasmessi attraverso le generazioni. È anche preferita per la ricerca che unisce la genetica al comportamento, in quanto condivide con l'uomo e altri mammiferi alcuni geni comportamentali importanti. Per esempio, i ricercatori utilizzano Drosophila per indagare il ritmo circadiano – il complesso meccanismo biologico che dice a noi (e ai moscerini) quando svegliarsi o dormire. Avendo meno fattori che influenzano il comportamento di sonno/veglia rispetto all'uomo, Drosophila fornisce quindi un utile modello semplificato.

La similarità genetica può essere un altro importante vantaggio. Il genoma del topo Mus musculus è di dimensioni simili al genoma umano e quasi ogni gene umano ha una controparte nel topo, uno dei motivi per cui questa specie è così ampiamente usata come modello, in particolare per le malattie umane. Ma a volte la differenza può anche essere un vantaggio: i ricercatori hanno usato C. elegans per indagare una malattia renale umana con una causa genetica nota, anche se questa specie non ha i reni. In questo modo l'organismo è potuto rimanere in buona salute con il gene difettoso che causa la malattia inserito nel suo genoma, permettendo di analizzare la via biochimica che infligge il danno nell’uomo.

In definitiva, la scelta di un organismo modello piuttosto che un altro si basa sulla particolare questione che i ricercatori vogliono esaminare. Il corpo completamente trasparente di C. elegans, per esempio, è un altro vantaggio nella ricerca di biologia dello sviluppo: possiamo osservare come ogni singola cellula si sviluppa in pochi giorni dall'uovo fecondato, utilizzando un semplice microscopio.

Ingegneria genetica e futuro

Oggi, i continui miglioramenti nelle tecniche di editing dei geni, in combinazione con le informazioni dai genomi completamente sequenziati, stanno rendendo sempre più facile modificare in modo molto preciso le informazioni genetiche all'interno di organismi viventi. I geni umani possono ora essere inseriti in altri organismi geneticamente o anatomicamente molto diversi, riducendo così la necessità di lavorare con specie i cui genomi sono di natura molto simile al nostro. Inoltre, la bioinformatica – l'applicazione di tecniche di elaborazione dei dati alla biologia – può ora dirci esattamente quali geni sono condivisi tra gli esseri umani e gli organismi modello.

Insieme, queste tecnologie offrono un'opportunità illimitata di esplorare i nessi causali tra i geni e le malattie umane in semplici organismi modello. Accanto a questi potenziali benefici medici, i ricercatori stanno esplorando anche nuove frontiere della conoscenza nella scienza della vita e i sistemi biologici comuni che connettono tutti gli esseri viventi.

[image: image5.png]CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence aligasent

Acabidopsis
Drosophila
s

Acabidopsis
Drosophila

NS FDEAPPGNAXAGEX I T CAQCHTVEAGAGHKQPNLAGLEGRQSGTTAY TSN
HGVPAGOVE R VQRCAGCHTVEAGGKHEVGPNLAGLIGRTCOARGFAYTOA.
HGDVEGHXIF IMHCSQCHTVEXORHKTGPNLAGLPGRKTCOAPGYSTTAN
HGOE G YOI CAGGITVE GO TGPYLAGLAGRI TGORNGFSYTOA

NNAVEVEBXALYDYLLNPK Y IPGTINVFPOL KPODRADLINYLIESTAPK 11
NXAXGITHNEDTLPE YLENPKKY IPGT HI PAGLXKPRERGDLIAYLISATE -~ 108
NG HGEDTLYEYLENP Y PGR I PVGT CKXEERADLINYLKKATYE 105
NG THGED L YLEN P PGT T PAGT KXGERADLAYLKKATYE - 105





Una delle tecniche utilizzate nella bioinformatica è l'allineamento di sequenze, che ci permette di identificare sequenze biologiche comuni condivise da specie diverse. Questo esempio confronta la sequenza aminoacidica di una proteina (citocromo c) in Arabidopsis, Drosophila, uomo (Homo) e topo (Mus).


 

Organismi modello intorno a noi

Non è necessario lavorare in un laboratorio per incontrare organismi modello: alcuni dei più importanti fanno parte della nostra vita di tutti i giorni.

· Escherichia coli (E. coli) è un batterio che si trova nel cibo e nell'intestino dell'uomo e degli animali. La maggior parte dei ceppi sono innocui, ma alcuni possono causare intossicazione alimentare.

· Saccharomyces cerevisiae è il lievito comunemente usato per cuocere il pane o per la produzione di birra.

· Arabidopsis thaliana (arabide comune), l'organismo modello principale per la biologia vegetale, è una piccola pianta da fiore che cresce ai bordi della strada e in crepe dell'asfalto.

· Drosophila melanogaster è il comune moscerino della frutta che a volte troviamo nelle nostre cucine.

· Danio rerio (pesce zebra), un pesce tropicale d'acqua dolce, è una scelta popolare e colorata per gli acquari.

· Mus musculus è il topo delle case, a volte tenuto anche come animale domestico.

 


Organismi modello


Molti processi di base della vita, in particolare a livello cellulare, sono praticamente identici in tutti i viventi. Ciò significa che gli scienziati possono usare organismi come moscerini della frutta, zebrafish, topi o lieviti per studiare i processi fondamentali di crescita e sviluppo cellulare, per poi applicare le conoscenze acquisite agli esseri umani. Certe specie si sono dimostrate particolarmente utili nella ricerca, e sono note come organismi modello.


Questi organismi modello in genere sono piccoli, robusti, facili da allevare e con un ciclo vitale breve. S. pombe è un organismo modello particolarmente utile perché:


è costituito da una sola cellula con appena 5000 geni (in confronto con i 20.000 delle cellule umane);


il suo genoma è facile da manipolare – è possibile aggiungere, rimuovere o far mutare i geni. Possono anche essere marcati con sostanze fluorescenti, rendendo visibili le proteine per mezzo di speciali microscopi;


il genoma è in genere aploide (c'è solo una copia di ciascun cromosoma), quindi i cambiamenti genetici vengono espressi nel fenotipo senza essere mascherati dall'altro gene;


il ciclo cellulare è semplice ed è facile determinare a quale stadio la cellula si trova semplicemente osservandola;


molti dei geni di S. pombe hanno omologhi (equivalenti) nelle cellule umane;


le cellule sono facili ed economiche da far crescere e possono essere conservate a -80° per molti anni.











