BIOLOGIA MOLECOLARBNA

DNAZ MOLECOLADEPQS4 ! 2) ! $ %, , GQNE &ENETICA

INFORMAZIONEy $. ! 111 OO1T1 CcA 00111 AOOEOI TAIT A AT OOOOUEI
determina il suo sviluppo. @ Sintesi di tutte le proteine al momento enel posto giusto).

SCOPERTE IMPORTANTI
1856- Mendel:) I DAOOEI T 1T ET CAdnith@dipkridentio A EOA AH G\H
1866 ogni generazione (Pisum sativum)
1859 Darwin : Laselezione naturalei Al 1 A AAOA AAIT 1 6 A OleticperE |
i Auuil AAT T A OATAUEITA TAOOOAI AbQ
1871 Johann Friedrich Miescher
Isolamento del DNA (nucleina) dal pus.
1882 Flemming : Scoperta deicromosomi (denominati da Waldeyer nel 1888)
1902 Sutton e Boveri + Morgan:, 8 ET &l Ol AUET todendtandi ArendgomiE A
1907 (4A1l OEA AOI i1 Oi i EAA AAI 1 6AOAAEOAOEAQU
1909 Johannsen:) T OOT AOAA 1T A PAOI 1T A OCAT A6 A OAT O
patrimonio genetico.
1910 Morgan : Scoperta cromosomi X e Y
1941 Beadle e Tatum: Ipotesi un genez un enzma
1944 Avery, MacLeod, McCarthy:) 1 $.! 1 OAODBPI 1T OAAEI A AAIl I
1953 Watson e Crick: Scoperta della doppia elica del DNA
1990- 8001 CAOGOT " ATTI1 A 51 ATT 8
2003 (Se diploideA 3x10°bp)

FUNZIONI DEL MATERILE GENETICO
Gli studidigeneticaA AT 1 A OAAT T AA 1 AOGU AAl Ownmn EATTT AEIT OOOA
funzioni essenziali:

1. Funzione genotipicad4 REPLICAZIONE.

2. Funzione fenotipicad ESPRESSIONE GENICA

3. Funzione evolutivad MUTAZIONE.

Avere una struttura che gli consenta Avere una struttura che gli consenta di
di essere duplicato con facilita. contenere una grande quantita di
informazione.

CARATTERISTICHE RICHESTE
AD UN COMPOSTO CHEAIL
DEPOSITARIO

N
Se introdotto in opportune Essere presente in tutte le cellule di un
condizioni, in una cellula deve dato organismo ed in quantita costante,
essere in grado di modificarne le indipendentemente dalle condizioni
caratteristiche genetiche. Al AEAT OAT ER AAT18A0

Essere una molecolaufficientemente stabile.




LA SCOPERTA DEL FADRE TRASFORMANTE

GRIFFITHZz 1928
Tipi di pneumococco
Capsula

dall'aspetto liscio

(S, smooth)
N

Assenza —
della capsula,
aspetto ruvido
(R, rough)

<&

(a) Topo inoculato con
cellule vive di un ceppo
non virulento R.

| v »

Il topo sopravvive. Non Il topo muore. Ci sono

ci sono cellule R vive cellule S vive nel corpo.
nel corpo.

(b) Topo inoculato con
cellule vive del ceppo
virulento S.

(d) Topo inoculato con
cellule R vive e cellule S
uccise dal calore.

(c) Topo inoculato con
cellule S uccise dal
calore.

10 {5

i 3
1
Il topo sopravvive. Non Il topo muore. Ci sono

ci sono cellule S vive nel cellule S vive nel corpo.
corpo.

AVERY, MACLEOD, MCQATY 7 1944
METODO

Batteri virulenti del ceppo S uccisi dal
calore vengono omogeneizzati e filtrati.

)

Ceppo S
(virulento)
filtrato

DNasi

(distrugge
il DNA)

/

é Si trattano

i campioni

con enzimi che
distruggono
selettivamente
I'RNA,

le proteine

0il DNA. Proteasi

(distrugge
le proteine)

/

RNasi
(distrugge
I'RNA)

/

Si aggiungono
i campioni
trattati a colture
di batteri
del ceppo R.

Dimostrazione nel batteriofago T4 che il DNA é il
OZLAOOT OA OOAOAE Oi

RISULTATI

Soltanto
batteri
del ceppo R

Batteri virulenti del ceppo S e del ceppo R

Le colture trattate con
RNasi e con proteasi
contengono batteri del
ceppo S trasformati. ..

... mentre la coltura
trattata con DNasi non
contiene batteri del
ceppo S trasformati.

Ceppo R
(non virulento)
00i OA AEA EI £ZAOOI OA OOAOQAI Oi AT OA AAIT 1 G8A
ay, 6ETEAUEITA AE $.! AOOOAOOI AA AAOOA érte del tGpA.A
by, 85ET EAUEITA AE $.! OOAOOAOI Al $. AOGE A PIE
c), 6ET EAUETTA AAT1T OOAOOI AOOOAOOT OOAOOAOGI b
CONCLUSIONI: Poiché che soltanto la DNasi distrugge la saastarmasformante, questa corrisponde al DNA.




CICLO LITIGO DEL BATTERIOFAGO® T

q‘“éso

T = 25 min:
|l batterio ospite &

lisato, rilasciando \
circa 300 fagi. _Je @ -
9.2 )
© ® , °
o
T=17min. ©

Sono assemblate le
prime particelle fagiche

AR ¢
B

complete.
Legenda: e S
we= DNA di T4 ( '@\
=== DNA di E. coli

[ ]
=%~ mRNA di T4 attaccato ‘EQ @ =
ai ribosomi dell'ospite ‘
@ Proteine fago-specifiche

/\ Fibra della coda assemblata

550 SRS

«‘“Soso
T = 0 min: Un batteriofago T4 si attacca a una cellula
di E.coli e inietta il proprio DNA.

N

= ~._ _uSS
) a0

[ X:)

| oo | T=2min:

\ e /Inizia la sintesi degli mRNA

fago-specifici.

LA e

° N T=6min:
~ il g " Inizia la replicazione del DNA
fagico; il DNA dell'ospite
/ e stato degradato da nucleasi
T codificate dal fago.
) «‘“sso
Ne
@ fF /T =14 min: Fanno la loro comparsa le teste
® /

piene di DNA, le code prive di fibre
e le fibre della coda assemblate.

HERSHEY E CHASE 1952
Esperimento 1

Esperimento 2

I batteriofagi
VENZONo marcati: S &
contenuto nelle

I batteriofagi vengono
marcati: P ¢ un
clemento presente

nel DNA, ma non nelle

£ Lagitazione in un
frullatore causa il
distacco del virus
dai batteri.

La centrifugarione
concentra le cellule
in un pellet sul fondo
della provetta: i
Hquido surnatante
conticne le particelle
virali.

= La maggior parte
ded 2P 5i trova parte dello %S
ned pellet si trova nel

insieme ai
batteri.

surnatante
insieme alle
particelle virali

Prova definitivamente che il materiale
genetico e costituito da DNA e non da

proteine.
Dimostrazione che € il DNA del fago ad essere
inseritol AT AAOQOOAOET 1T A1 11

a) Infezione di batteri da parte di fagi che
hanno le proteine del capside marcate
con 35S, Dopo la centrifugazione, il pellet
che contiene i batteri non é radioattivo.

b) Infezione di batteri da parte di fagi che
hanno i DNA marcato corf2P. Dopo la
centrifugazione, il pellet che contiene i
batteri e radioattivo.




PHOEBUS LEVENE1929
Studio lungamente il DNA e scopri che esso contiemglenina, guanina, timina , citosina , deossiribosio ed un

gruppo fosfato.

dGMP £ dCVP
Dal momento che i cromosomi erano costituiti §/g NH;
. -4
solamente da due componenti (DNA e o P =N

proteine) sembro fuori dubbio che le proteine

, . . z=/ o Q | N/&O
rappresentassero il materiale genetico. o—g—ow
o
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Struttura che non consente OYN o—g—o 5
contenere una grande quantitadi HN | z}/l x
informazione. = , =
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DNAz COMPOSIZIONEHIMICA

NUCLEOSIDI E NUCLE@OI

| nucleosidi sono composti costituiti da uno
zucchero pentoso (D-ribosio o 2-deossi-D-
ribosio) e una base azzotata purinica (adenina,
guanina) o pirimidinica (timina, citosina,
uracile) uniti da un legame glicosidico.

| nucleotidi sono composti costituiti da un
nucleoside e uno-due o tre gruppi fosforici uniti

rucioside mancioselc E%g da un Jegame fosfoestere.

nucleoside trifosfato
ﬁunmes Pvmmo@
rim, o
C

legami fosfoanidridici
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Adenine (A) Thymine (T)
i "
c c
2 4 ‘4L/ 2 GCH
. T\ “N S
L descssiadencsinmonclostato (dAMP) LN N | o b
L——— desossiadenosindifesfato (JADP) ————| H H
Guanine (G
L desossiadenosintrifostato (4ATP) —————————— — Cytosine (C)




DNAZ STRUTTURA PRIMRIA

&ET AT AT O AE $.!q ) COOPPE £ O&£ OEAE OTEOAITTT 1A pi

fosfodiesterico)

g:“_ - m}“ Adenina (9). Gli acidi nucleici sonccostituiti da catene libere di
g b nucleotidi uniti fra loro grazie ad un ponte

£l Okl AEAOOAOGEAT AEA OE
od/ ( AAl DPOEIT 10AI AT O
secondo. Un polinucleotide cosi costituito ha, per
AT TOATUETT AR AD3BA (B1 13K£G
AEA TAIT182.'n 11T OAEAI
regolare alternarsi di molecole di zucchero e di
acido fosforico, da cui sporgono le basi azotate.

DNAZ STRUTTURA SEGWARIA (A DOPPIA EIQA)

WATSON & CRICK 1953
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LA STRUTTURA A DOPPIA ELICA a5 u legame b

ﬁ - 3 ~ i _— idrogeno

La strutbura del DNA secondo Wakson e Crick ha unificalo i 3 toee i

risulbalbi di diversi skudi Frecedeh[:i.: g —— impalcatura solco (1122 g
2 zucchero-fosfato minore |

+ le regole di Charqaff (il cui significato non era skato ©

comrletameul:e collo neanche dallo skesso Ckm‘ga{f} 3 ,

e 22
™ I

¢ le correbbe forme tautomeriche delle basi. Skudi ! . |22

mediante raggi X, NMR e s ettroscopia hanno skabilite
con sicurezza che le basi sono essenzialmenbe presenki
nella forma CHETONICA, tuttavia nel 1983 questo dato
nown era chiaro ..

1 giro d'elica

+ daki biofisici: densilbd del DNA

Vinformazione che il DNA & una molecola clicoidale (& ‘
Fornita dai dati di diffrazione dei raggi X delle fibre 20A@2nm) e 0
Al DNA ottenuti da Rosalind Framklin e Maurice Wilkins) H0

- I DNA hauna struttura a doppia elica destrorsa.

- Gli accoppiamenti fra le basi sonoA e GC.

- | filamenti complementari sono antiparalleli.

-)1 1T ACAI A OANOAT UA OPAAEEEAT Al $.! AE A£EAOOI OE | bOl
genetica avvene attraverso interazioni con il solco maggiore ed il solco minore del DNA.

- Le coppie di basi nel DNA possono essere riconosciute dai loro bordi senza la necessita di aprire la doppia
elica.Ma come?

C neifosfatidella CeN P
catena esterica nelle basi

T B e scaralatura principale scanalatura secondiaria
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X . X O = atomo dl idrogeno
h ~ . 3 O = gruppo metilico

marcatamente diversi per ciascuna delle 4 disposizioni di basi.

0AO $Al AOGER 1T A O00O00000A BI AAOT T AT EAA AAI T A Ai DDl
DiTAOA AAE DOl Al AT E OETAGDDAIOARA EOIEI6 AOROITEOTAIO AA THEG AT G
durante la replicazione semiconservativa del DNA.



IN REALTA IL DNA DEM DALLA STRUTTURADEALE DI WATSON E OBK

La possibilita di cristallizzare brevi molecole di acidi nucleici sintetizzate in vitro h@onsentito di ottenere dati

molti pit precisi rispetto alla diffrazione dei raggi X su fibre di DNA.

Studi mediante raggi X e NMR di altri oligomeri di DNA hanno ampiamente dimostrato ch&JTTI i parametri

della doppia elica descritti da Watson e Crick so no dei valori medi. Quando andiamo ad osservare una
molecola di DNA con una particolare composizione possiamo avere dei valori leggermente diversi. Infatti,
possiamo notare delle distorsioni nella struttura della doppia elica la struttura del DNA &

sorpr endentemente irregolare, in modo sequenza specifico. (Questo fenomeno € importante per il legame
OANOGAT UA OPAAEEAEAT Al $.! AE bOT OAET A AEA DPOT AAOOAI

COMPOSIZIONE DEL DNA

Erwin Chargaff (1950%): ([ Tabte 10.1]° s and Faiic
- La quauﬁh& di adenina Ratio
Source of DNA A T G C A/T G/C A+G/T+C

rispetto a qu.ell.a di quanina e’
d E. coli 26.0 239 24.9 25.2 1.09 0.99 1.04
i

fferente nelle diverse specie Yeast 313 329 187 171 95 1.09 1.00

L V\E.E\ d. d ni ’ Sea urchin 32.8 32.1 17.7 18.4 1.02 .96 1.00
a qua Lo L acening, € Rat 28.6 28.4 21.4 21.5 1.01 1.00 1.00

sempre uguale alla qu,ahki.k& di Human 303 303 195 199 100 098 0.99
timina e quella di quanina e’

sempre uguale a quella di

citosina

A=T e &=C

Il Lavoro di Rosalind

Frankelin e Maurice Willeins Per la scoperta della
skrublura delP'DNA, Walson, B
T Soigtallografie of Reggt X s Crick and Wilkins hanne N N
costruziohe L "MoAae L onrerenzo = = > 8
CotduSprihs Harbor Labo-ral:or-j 1953) ricevute il Premio Nﬂb@l M

della Fisiologia e della -
. . Francis Cif Jarnes Maurics Wiking Peealind Franbin
+ Howno utilizzato La cristallografio Medicing nel 19462, S e e M Rk fre T
ai raggi X per esaminare le fibre di
gr;lA e c;l:!:e_naaz aEEtE,rME’;iL “
ffrazione della skrubtura del DNA Rosalind Franklin e’
1] - wilkiins mostrd Le proprie immagini morta per un bumore wel
e quelle della Framielin a 195% (i Premi Nobel non
Waksown, che, isieme o Cricl, vengono abbribuilbi

le ukilizzd per elaborare Lo .
PR—— teoria d.e.LLI “doPPia elica” PDSI:“M">‘
Fotografia a raggi X del DNA (originale di R. Franklin) Cowparandeo La densika misuraba del DNA

http://www.chimicare.org/blog/metodi-e-approcci/scoperta-doppia-elica-dna/

(circa 1.75 g/cc) e quetla calcolata sulla
base della spaziatura atemica, st
deduceva che il DNA doveva essere
composte da pia di una catena _
polinuclestidica (forse 2 o 3 caktene)

+ La molecola del DNA & pertanto una fibra cilindrica y ‘
(diametro ca 2 hm); le Bast (strubture planari) sono impaccate
come wha pila di monete con L piani centrali distanziati di
0,34 hwm (Period.o minore).
» La fibra non ¢ retta, ma spirale, avwvolta ad elica attorno a
uh asse cenlrale.
+ Un giro dell’elica misura 3.4 wm (periodo maggiore), wa
mn.lgtpla di 10 della distanza bra basi contigue.

I Helical X

Layer Lines
(&)
4

(wnysied aseq) 1eadal (eoleH

DNA du,FLe.x



TAUTOMERIA DELLE BAS

Particolare forma di isomeria tra i composti organici per la quale una molecola
si presenta sotto due diverse forme puraendo lo stesso numero di atomi. hee e e
, 6 AOEOOAT UA AE &I Oi A OAOGOI i ACEAEA [ »«c o == . « AA
minori, nella forma e nella costitizione del DNA.
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E
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La caratteristica piu notevole della struttura secondo Watson e Crick € che (;‘N b * " '<_. A
essa puo accettare solo due tipi di coppie di basi:Re GC. L W

0AO AT OOAI AA NOAOGOA Ai PPEA AE AAOGE .". ...CC..."c.. .EOA
uguale (10.85A.

Qualunque altra combinazione di basi distorcerebbe significativamente la i e
doppia elica richiedendo un notevole riorientamento della catena di T
zuccherifosfati. Se le basi fossero presenti nelle forme tautomeriche rare o .
enolica e imminica gli appaiamenti sarebero diversi da quelli canonici AT e 1 v ! e

wwwwww

G-C (tautomeriaA mutazione). P e e

S N o

Z—z_.

cifosina H

adenina B

DNAZz STRUTTURE SEQNDARIE ALTERNATIVE BTRUTTURE SUPERIORI

STRUTTURE SECONDARALTERNATIVE

Si e successivamente scoperto che la doppia elica di DNA puo comparire in una dozzina diijpdss
AT 1T &£ OI AUETTE AEOAOOA PAO PAOOT h AEAI AGOT h Al EAEOUN
di questo (indicate con lettere maiuscole A, B, C, D, E, H, L, S, P, Z), dipendentemente dalle condizioni ambientali,

dallacomposizid A A AAT 1 8 AOAT OOAT A ET OAOAUETTA AT 1T Al OOA 11
Le fibre di DNA assumono la cosiddetta conformazione B quando il controione e metallo alcalino come Nae
| 801 EAEOU OAI AGEOGA 17 AAl w¢gbs8

(Il DNA-B ¢é considerato la forma nativa poiché il suo assetto iggi X assomiglia a quello del DNA delle teste
intatte degli spermatozoi.)

DNA-A
Forme B e A del DNA

B-DNA A-DNA
-34A/mp PR -2.3 A/bp
-2354 i\ -255 &
diametro diametro

10.4 bp/  scnese - 11 bp/giro
9o - - le coppie di

- le coppie di basi sono
basi sono angolate ftilted
angolate di circa 19

(tilted) di
circa 6 gradi |, %
rispetto
all'asse

dell'elica

gradi rispetto
all’ asse
dell’ elica

reversibile, la cosiddetta forma A. Analisi ai raggi #elle fibre indicano che il DNAA forma una elica
destrorsa piu larga e piatta di quella del DNAB.

1 Non é chiaro sél DNA-A esista in vivo anche se alcune osservazioni sperimentali suggeriscono che certi
segmenti di DNA assumano normalmente la conformazione A.
1 1IDNA-A, infatti, € la forma favorita in lunghi tratti omopurinici (o pirimidinici), e pud quindi comparire
AT AEA AT 1 6ET OAOT T AE O18A1 EAA Al OOEI AT OE ET Al T A
91 Le regioni a doppia elica delle molecole di RNA assumono preferenzialmente la confomioae A,per la

DOAOAT UA AE O1 cOoO6bPBPI [/ ( Al DI OO AE ( A TEOAIITI

-1 OAOZEAOEOA AiT1T 18EIi PAAAAI AT O1 AACI E AOITE EI bPAA
9 ,A TTTAATT A EAOEAA $. ! #HsBumkre I®dbhfokniakidne A ésderdd dues@A A A

16601 EAA OOOOOOOOA Ai i 6T A AE AOA AAEAE 1 OAil AEAES



DNA-Z

1 Scoperto nel 1979 grazie alla determinazione della struttura di un cristallo * &
di d(CGCGCQG). Questa sequenza di DNA ha rivelato a sorpresa una dopp %
elica sinistrorsa.

9 Lalinea che unisce i gruppi fosfato successivi su di un filamento
polinucleotidico diDNA: D OT AAAA A UEC AIA:Co &8 ¢

T 5TA DOT OA AAI | &AQikce®hieddrra, i Aldune$nalattie
(soprattutto autoimmuni), di anticorpi anti-DNA-Z. In particolare:

o 311717 DPOAOAIIE cdsiAl 1 8
nel Lupus Erithematosus Sistemico
(LES)
o Disordini reumatici o0 Mononucleosi infettiva
o Epatite cronica attiva o Cirrosi bileare
Y Ruolo funzionale delDNA d %8 OOAOT DHOIT BT 00T AEA T A AT 1 OAOOEI
AT 1 £ 1T AUETTA : DBl O6A £OT UETTAOA ATi A O A O OOA A
CATEAA8 )1 11 O00Ah bi O0AAAA metkedds ONA dad@Iuldd ersiOA E O A
compattare.

FATTORI STABILIZZANITIL DNA-Z

1 1 DNAZ é meno stabile del DNA perché le carthe negative dei DA, ONAZ DNAB
gruppi fosfato sono molto pitl vicine che nel DN/B. Per cui la wmﬁm&@cww'
repulsione fra le cariche dei fosfatfavorisce la transizione alla forma
B e generalmente il DNA assume la struttura DNAsolo i e

transitoriamente.

T 518A1 OOA Ai 1T AAT OOUET - dspetivfal DRIABA  (
riducendo le repulsioni elettrostatiche.

1 La conformazione DNAZ viene assunta pitfacilmente da segmenti di
DNA con sequenze di basi puriniche e pirimidiniche alternate (unita ripetuta dimero puring@rimidina
come poli d(GC). poli d(AC) ecc.)

1 La metilazione in corrispondenza del carbonio 5 dei residui di citosina, una modificazione lgica
comune, promuove la formazione di DNA dato che il gruppo metilico idrofobico in questa posizione é
meno esposto al solvente nel DNZX che nel DNAB (vedi poi metilazione DNA).

1 Il superavvolgimento negativo (che puo essere considerato alla stregdauna forza torsionale che
tende a svolgere il DNA) comporta una tensione nel DNB\che pud essere scaricata dal passaggio di
alcune regioni alla conformazione Z.

1 Un ultimo fattore di stabilizzazione del DNAZ sono le proteine di legame al DNZ identificate in

$01 Ol PEEIT A T AE AAOOAOE I A AT AEA 1 Al izé &dbilizcala NOAOC

DNA A TRIPLA ELICA
s 8 o on Benchénon sia stato dimostrato un ruolo naturale per questa struttura, essa

A 35 5

e§ % \; <—f¥ Y. rjsgugtg: un certo iqteressg perché potr(’abAbe,otfric’a Ig _po§si,bilita, di S
. ZE$ P s ler OOEI OPPAOA AACI E ET EAEOI OE OPAAEZEEAE
123 e - o (A) Sequenze nucleotidiche dei due filamenti complementari del DNA e del terzo
E:E Q) - (ca 20-30 nt) che va a formare la struttura triplex; si notino leD T 1 A QG0 Al
133 C N e :}H || sequenze.
127 N il | ; H/Lr (B) Rappresentazione schematica della struttura a tripla elica in cui si vede che il
ffg ’ % Pt terzo filamento € inserito nel solco maggiore del duplex.
= ( . : (C) Appaiamenti tra le tre basi: si osservano i normali legami idrogeno del tipo

5-3 ;’f’% s Watson e Crick tra le basi dcomplementari e gli appaiamenti di Hoogsteen con Ia

o terza base.

In (B) e (C) & usato lo stesso codice colori.




QUARTETTI DI G

Presenza di guartetti-Gr in regioni cruciali del genoma:

Genetic instability
J. Biol. Chem., 253, 36132 (2008)

Replication fork stalling
Nucleic Acids Res.. 40, 1485 (2012)

DNA damage
Nat. Chem. Biol, B, 301 (2012)

Promoter region

Natwre Rev. Drug Discov., 10, 261 (2001)
JACS, 133,2658 (2011)
ACS Med. Chem. Let 1, 306 (2010)
JACS, 131, 13399409 (2009)

Transcription factor binding sie

Nuwcleic Acids Res., 40, 1499 (2012)

A B
. e -+ telomert > ruolo nel mantenimento della stabilfta
. T NP . . .
Jn e ’TWI'? genomica e nella replicazione
-a ={ ‘ . . . . .
el g >\—S=o LR + promotori => reqolazione della trascrizione (silencers)
PN 4 N N % i Y .
4l e Wk 0 mRNA E'-UTR => ruolo nella traduzione
@ m H o .0 \N . Telomeres maintenance
B A S aret La presenza di quartetti-G ) Norure Sma: Mo, Bit, 18,478 2011)
3 ¢ P g in vivo & FOH;QT‘MC\EQ Enginecred antibodies 14CS, 130, 15759 (2008)
® h W W - Nucleic Acids rex., 37, 6716 (2009) *
@ H mediahf:e. mAb nuaa s Biochemisiy, 47, 9368 (2008) .
Replication
La FT‘ese.Mzm Quadruplex folding rule -
¢ ! " " d.L qu.m""G' dparser algorithm
- — N s Res., 33, 2908 (2005)
3 > N\ 3 3 wnel genoma v s Res., 35, 406 (2007)
19 by - Nuwcteic Acids Res , 36, 6260 (2008)
s (1= D ¢ vagliaka N
g < 7 wedionte mezzl
> F h “ biciuforma&id “;'I':I‘:“ — s Transcription
‘ Vi
B ] ~
= = B ) 5 5 ) R G-quadruplex ligands
Quartetto di G Quartetto di G Quartetto di G
tipo "basket” tipo “basket” Intermolecotare
Intramolecolare Intermolecolare " a a«‘ ©
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un DNA (o RNA) quadruplex o L T
che si pud formare tra . RVasar- i Molecole che stabilizzano i

uattro ‘trabttl a singolo
ilamento che contengane 3
o pid &, (B) Struttura
chimica del guarketto di &;
le linee traltteqqiate rosse
ndicane i legami idrogenc
degli appaiamenti di tipo
Hooqsteen, (C) Esempt di
diversa disposizione del
filamenti: inkramolecolari,
intermolecolari (2 o 4
filamenti) e comn
orientamenti §' -> 3' che
ossokno essere 2 a 2
Qh&iparalteti o btulli con la
stessa direzione.

e o s e+ Quartetli-G ed, interferiscono
i con sPecifici. Pr‘ocessu‘. 5

cellulari

Chem. Comm , 1467 (2008)

| quartetti-G nei promotori fungono da silencer (esempio del
promotore di c-MYC):

a G-quadruplex

i-motivi: strutture secondarie i ) o
formate da sequenze ricche in C
(complementari ai quartetti-G!)

l inizio trascrizione

l i-motif

le proteine che
destabilizzano i

quartetti-G (ed i
motivi-i), permettono 54

la ricostituzione della e %
sot

doppia elica ed il
legame dei fattori di

trascrizione => o
attivazione della ™ /\@//\}I_‘\
trascrizione

e

fattore di
trascrizione

A\ A\/@\y/\};.\ A\ /My/ \)7\

le proteine/

molecole che

stabilizzano i
“ quartetti-G
portano ad
inibizione della
trascrizione

SEQUENZE RIPETUTE, INVERTITE E

PALINDROMI

5 °---TGCGATEATCGCA-~-- 3
A < y >
3 «+--+-ACGCTATAGCGT:--+- &'
§ +++++TGCGATACTCATCGCA:++-++ 3
B < >
3 +++---ACGCTATGAGTAGCGT:---- &

Figura 2.26 Struttura

cruciforme. Un bratto di DNA

a doppia elica contenente

uha sequenza ripetuta e
tnvertita pud formare degli

(A) Sequenza palindromica, in cui le due
sequenze ripetute sono adiacenti.

(B) Sequenze ripetute e invertite separate tra
loro da quattro bp.

arraiamehki inkramolecolari
e assumere una sbtruttura
cruciforme. La sequenza ¢ la
stessa moskrata  in figura
R.28.

STRUTTURA CRUCIFORME FORCINA

Ansa terminale

Figura 2.27 Struttura a
forcina, Un Eraltto di RNA (o
di DNA) costituilo da un
singolo filamento di una
sequenza ripetuta e itnvertita
a Llivello di doppia clica, pud
assumere una struttura o
forcina (hair-pin) costituita
da uno stelo a doppia clica e
da un’ansa terminale a
singolo filamento,



DNAZ STRUTTURA TERZRIA E QUATERNARIA

v v

Tratti di elica ealtre strutture secondarie si
combinano a formare una struttura
OOEAEI AT OET T AT A | PEI in

Organizzazione delle molecole di
DNA in complessi macromolecolari,

associazione con proteine.

1

Le molecole di DNA sono moltpit lunghe degli involucri che le contengono. Es La lunghezza del

cromosoma di E.coli (1.7mm) paragonata alla lunghezza di una tipica cellula batterica (2microm).
La lunghezza totale del genoma umano é circa 2m, tipicamente il nucleo di una cellula euat#ra ha un

diametro di circa 510 microm.

1
1 1l DNA eucariotico &€ compatto nel nucleo

SUPERAVVOLGIMENTI

DNA

Il DNA batterico € compattato in una struttura chiamata nucleoide.

a doppia elica
(avvolto)
Asse

Il DNA é avvolto in forma di una doppia
elica nella quale entrambe le catene
avvolte ruotano intorno ad un asse.

Un ulteriore ripiegamento o una torsione di
tale asse su se stesso determinano un
SUPERAVVOLGIMENT@eI DNA.

v

duplex attorno al proprio asse: se ad una doppielica
viene imposto uno stress torsionale, essa tende ad

ed é strettamente regolato in ogni cellula.

DNA
superavvolto
] | e 4
y / s | 1
3A T11 OE 1 Al ADBT ¢
del DNA su se stesso, si diche che il DNA
' € in uno stato rilassato.

, 6 AT AOCEA 1 EAAOA AT T(
superavvolta pudindurre transizioni

strutturali del DNA.

| DNA superavvolti negativamente hanno

Ei il ACAUUET AOT 01 8AT A(
separazione dei due filamenti, la transizione
alla forma Z o la formazione di strutture
cruciformi.

Separazione dei filamenti c Struttura Z
(denaturazione di

reglonl ricche In A+T)

Strutture cruciformi
(in comispondenza
di palindromi)

SUPERAVVOLGIMENTO NEGATIVE2I DNA. (In quasi
tutti i casi in vivo).

%6 E hto ddih @Qi®dvvOlgimento dei 2 filamenti
componenti la doppia elica.

In una molecola di DNA rilassato, che corrisponde
perfettamente alla struttura B del DNA, vi sono 10,5 bp
DAO GCEOI AGAI EAAS

In un DNA superavvolto negativamente, esso presenta
un numerodi giri di elica minore di quanto ci si
attenderebbe per la struttura B.

(in comrispondenza di
reglonl dl alternanza Pu/Py)

Y

Facilita la separazbne delle catene fra loro dando
AAAET A A A A Adogeicontériuta &l Brio /£l
internoA £AAOT OEOATTT 1 6ET EUHE

della replicazione .

Le RNA polimerasi iniziano la trascrizione in vitro
in modo piu efficiente se il templatoé superavvolto
negativamented Energia richiesta per il melting
iniziale del DNA é inferiore rispetto a quella
richiesta per denaturare il DNA in forma rilassata.




| SUPERAVVOLGIMENTHOSSONO ESSERE

a) INTRECCIATI(plect onemici) A Asse della b) TOROIDALI (solenoidali) A ) T AOE 1 8A0C
doppia elica & avvolto intorno a se stesso. doppia elica & avvolto come se fosse intorno ad un
Q 0 cilindro. S
§ 5 Y
- & L
l/\\c\\/x\\) "
§ o /
f REIRH T
La struttura solenoide ¢ simile a
Non fornisce la compattezza necessaria per guella assunta da un tubo per innaffiare ben avvolto
1 8 El DAAAE A®OArelktefla A Aooi ofi AA O1 OI AAEAOOI 8 ¢
eucarlotlca. stabile, tuttavia, pud essere stabilizzato dal legame
con proteine ed é la forma presente nella cromatina
degli eucarioti. .
CROMOSOMI .
9 1l Genoma e suddiviso in unita strutturali, dette cromosomi. -
9 I cromosomi possono essere sia circolari che lineari.
1 Negli eucarioti, generalmente il DNA genomico nucleare & suddiviso Er
in cromosomi multipli e lineari.
1 A seconda degli ornganismi il numero varia da 2 a 50 (in alcuni rari casi #me
puod arrivare a migliaia).
9 Ogni cellula mantiene un numero finito di cromosomi.
1 La maggior parte delle cellule eucariotiche € diploide.

Cellula in mitosi

STRUTTURADEI CROMOSOMI E DEALCROMTINA

PROCARIOTI
1 La maggior parte dei batteri ha un solo cromosoma.
1 Almeno due specie di batteri hanno piu di un cromosoma
0 Rhodobacter sphaeroides
0 Agrobacterium tumifaciens (2 cromosomi, 2 plasmidi)

1 Alcuni batteri hanno cromosomi lineari, la maggioparte perd possiede cromosomi iz colari.

1 Molti batteri possiedono PLASMIDI. Sono di fatto dei piccoli cromosomi indipendenti. La maggior parte
dei plasmidi conosciuti sono molecole circolari ma ne esistono anche lineari.

1 Spesso portano geni che codificano caratristiche non essenziali ma che, in situazioni specifiche,
possono onferire un vantaggio evolutivo.

1 Sebbene i batteri non presentino strutture morfologicamente simili a quelle dei cromosomi eucariotici,
tuttavia il loro genoma € organizzato in corpi ben distinth Al T.E.M:NUCLEOIDE struttura che occupa
pTo AAT Oi106i A AAI 1 G6EILOAOA AAI 1 Ol A8

1 Sebbene il DNA di E. coli sia aploide e 9, 6ynbp 17 AT OOEOOEOI AA $.!
possieda solo 1 cromosoma tutta la negli eucarioti solo il 50% della cromatina DNA).
lunghezza del DNA batterico raggiunge piu | q i rimanente 20% & costituito da proteine.

di Imm mentre la cellula batterica & lunga 1 Si trovano anche piccole quantita di RNA (ma sembra si
SOI(_) 2m|cr0n e Iagg O.Slmlcrom. ) tratti solo di RNA nascente)
9 Se il DNA di E. coli fosse libero in soluzione

occuperebbe un volume mille volte maggiore della cellula.
Esistono quindi mecanismi di compattazione del DNA.

' A AOAI PEI 1 A OADPOI OEi 1T A Al AOOOE A Aocigbie déi DNpOD D b E

poliammine quali la spermina e la spermidina che schermano le cariche negative dei gruppi fosfato.



MODELLO PER LA STRUOURA DEL NUCLEOIDEIE. COLI.

RNA tagliato

Singola ansa rilassata

reolling

o AR 2000,
Protein core C Y 8 Ry O 350 um 30 um
y $R88R B | Anse superavvolte RNA
goROV Supercoied DNA loops

‘ Digestione
o Ogni ansa viene parziale
superawolta in con RNasi
I & maniera indipendente.
Dal core proteico centrale si ey
irradiano tra le 40 e le 50 anse di ) Oumeds (G COMGENEGHEE () Crosai con DNasi
I i it 4050 It
D NA SU pera\X/O|te . circolare non ripiegato con anse SU'E);lfeagV;& 0

(d) Cromosoma ¢ DNA
parzialmente svolto tagliato

STRUTTURA DEI CROMOS!I NEGLI EUCARIOTI

Il DNA é compattato nel nucleo delle cellule eucariotiche per mezzo di interazioni con proteine ed RNA in minor

misura.

Tale complesso DNA + proteine + RNA viene definito CROMATINA ha struttura dinamiessume stati diversi
a seconda della fase del ciclo cellulare:

1. $O00AT OA 1 6ET OAOEZAOGA E AOI T TOITTE OI1TiT OECI EEZEAAQE

apparentemente aggrovigliati come in un piatto di spaghetti.
2. Durante la mitosi (o la meiosi), i cromosomsono nella loro forma piu compatta (spiralizzati). Durante

NOAOOTI OOAOT AE 1 AOOEI A AT 1T AAT OGAUETTA E AOiii Ol

processo di segregazione.

interfase fase M

~y

La struttura della cromatina & simile in cellule differenziate dio stesso tipo, ma varia tra cellule di tipo diverso.

COMPGIZIONE CHIMICA DEIAACROMATINA

Il cromosoma/la cromatina & un complesso sovramolecolarormato da: 4‘%’%
1. 50% acidi nucleici: >> DNA /
RNA / |

2. 50% proteine: ISTONI (proteine basiche) [ ot \
PROTEINE NON ISTONICHE (neutre o acide). '

cromatinici

T

COMPATTAZIONE NEI CRMOSOMI:

Nel complesso la compattazione € di oltre 100000 volte. Essa si realizza attraverso livelli successivi:
1. Formazione deihucleo somi.

2. Formazione della fibra di 30nm.

3. Associazione con la matrice nuclearéN{clear scaffold ).



1. FORMAZIONE DEI NLLEOSOMI

Il nucleosoma consiste di urcore proteico (un ottamero istonico) attorno a cui si avvolge un tratto di DNA
(circa 200bp).

coda H4

coda H2B In giallo gli istoni: sono
codatB evidenziate le code istoniche,
costituite in prevalenza da

ISTONI

Piccoli polipeptidi
- Da 10.000 a < 25.000 daltons. et residui aminoacidici basici
- Carichi positivamente

o . (aventi carica positiva). In rosso:
RICCh.' |r.| AA basici Arg e Lys. ® coda H3 il DNA (avente carica negativa).
Valori di pl fra 9 e10.

coda H2A

coda H2B

- Facilitano le interazioni con lo scheletro di zucchero fosfato carico
negativamente.

La struttura del nucleosoma spiega perché il DNA eucariotico & parzialmente disavvolto.
Il ripiegamento a sdenoide osservato nei nucleosomi & una conformazione assunta dal DNA parzialmente
disavvolto (superavvolto negativamente).
Lo stretto avvolgimento del DNA attorno agli istoni nelle particelle nucleosomiche richiede la rimozione di circa
Ol CEOI DNAAdr gednktter® fli rotazioni serrate.
YT OEOOI h iAmpTDTEOTiAOAOE Oi11T TAAARAOOAOEA PAO 16A0
intatto. N

Y ALk=0 \_‘ ALk = -1

>
L |

} T Topoisomerasi
W — 4 ,‘/ L — | Riduzione numero
! Superavvolgimento \ di legame . ent
Nucleo Negativo con istone . o uperavvolgimento
istonico ® legato . Supe.ravvplglme‘nto posiivo negativo netto
v privo di istoni legati (plectonemico)
(a solenoide)

Il core nucleosomico contiene 146bp sotto forma di DNA superavvolttegativamente avvolto in 1,65 giri
attorno a un ottamero di istoniz due molecole di ciascuno degli istoni H2A, H2B, H3 e H4. Il nucleosoma
AT i DI AOT AT 1T OEATA pooAD AEA & Oi ATT NOAOE AOA ¢
Una molecola distone H1 si pensa stabilizzi il nucleosoma completo.

Yyl COAAT AE AT 1 OAOOAUETT A AAT T A OANOAT UA AT ETTA
via a scendere fino a H1 (il meno conservato)

Nucleosoma completo
“Core" nucleosomico -
Ottamero istonico i V 4
2 H2A+ 2 H2B + 2 H3 + 2 H4 Qtttar_nero, ' m
. \ Coppia nucleotidica 146 Istonico <J J

Code /ém// j 2nm

istone H1

istoniche \(

; Istone Peso I_Mo. di, . % residui basici ‘S
% lecolare di (Arg + Lys)
D H1 21,130 223 30.8 ‘»
a8 H2A 13,960 129 20.2
H2B 13,774 125 22.4 .
H3 15,273 135 22.9 Istone H1
H4 11,236 102 24.5
[e=

= Coppia nucleotidica 1 DNA lungo 166
( coppie dinucleotidi

L 11 nm J

La successione dei diversiucleosomi da origine ad una struttura a collana di perla o fibra di 11nm:
8

~10 nm
é‘ \ -| La cromatina raramente assume in vivo la
: ATT £ Of AUETTA A OAT T 1 Al

ET OAAA AT i PAOOAOGCE O1T1 O
compattazione ancora maggiore.

O >

Nuclecsoma (8 molecole
di istoni + 146 coppie
di nucleotidi di DNA)




2. FORMAZIONE DELLA FHA DI 30NM.
I nucleosomi si organizzano ulteriormente dando origine alla fibra di 30nm: essa pud
avere diverse strutture.
Si ritrova sia nella cromatina interfasica che nei cromosomi mitotici/meiotici.

Nﬂ 201117 AATTBGEOOTTA (pq
Ruolo delle code istoniche: le code degli istoni di un hucleosoma possono prendere
) J} contatto con il nucleo di istoni di un nucleosoma adiacente stabilizzando la struttura di
A livello superiore.
ole

3. ASSOCIAZIONE CON MATRICE NUCLEARE (NELEAR SCAFFOID).
Poiché la condensazione in fibre di cromatina di 30nm riduce

Geni

Fibra di 30 nm , PR le dimensioni della molecola di DNA di circa 40 volte, &
istoni T AAAOOAOGEA O1 601 OAOET OA AT T AAI
//‘ I livelli di ripiegamento successivi alla fibra di 30nm non
/ H2B sSono ancora stati completamente chiariti.
H4 Implicano la presenza di REGIONI AD ANSA (loop): esse sono
A N oMo n &1 OT AGA AAT 1 BAOOT AEAUET T A AAI
\ i S 4 nucleare costituita da diverse proteine non ancora
Impalcatura J ,-.‘ o H1 completamente identificate (proteine della matrice nucleare).
nucleare . Le proteine si legano al DNAiconoscendo probabilmente
sequenze specifiche di DNA che formano il collo di ciascuna
ansa.
Yyl OOAOOI AE $.! AEA &I Oi A O16AT OA POE Ai 1T OAT AOA Ol

Ogni ansa e lunga 20000 e 100000bp; cio significa che un tipico cromosonraano puo contenere circa 2600
regioni ad ansa ed ogni ansa di cromatina & formata dal ripiegamento di un tratto della fibra di 30nm.

A questo punto la molecola di DNA avrebbe la lunghezza di circa 100microm; deve quindi ripiegarsi
ulteriormente perpoter rET1 AT AOA AT 1 8ET OAOT T AA1T 1 OAl AT 8

STRUTTURA DELLA CRGWINA z QUADRO DI NTESI

/' 1T O0OA A NOAITTE AAOAOEOOER AOGEOOITT AOGEAAT UA ODPAOEI A
organizzazione nei cromosomi eucariotici, ognuno dei quali determina usmumento esponenziale del grado di
compattezza.

) DOl COAOOEOE COAAE AE AT i DAOOAUUA OAOEATT DOl AAAEI
di singolo cromosoma, da unistantd 1 1 8 Al 00T T AI 1T A OEOA AAITT A AAIT 1 OI A8
Ad oggi, nessun modello é igrado di descrivere adeguatamente questa struttura.

Il livello di compattazione massino € raggiunto nei cromosomi mitotici.

collana
- nucleosoma di perle

transcription.




Funzione della cromatina: N
, 61 OCAT EUUAUEITTA EZEOEAA AAI CATITI
- Ruolo strutturale: riduzione delle dimensioni.

- 201117 A0l UET T Adclegsibileh, AGtezivinel+ Regofedidnd eSpressione genica.
$ OOAT OA 1 6ETI OAOAEZAGARL 1T A AOTTAOETA 7 PEI AODPAIT OA
1 6ET &l O AU pdssakspgnkrbiA OE A A

Si distingue in:
1. Eucromatina(E)
- Meno densamente colorata.
- Trascrizionalmente attiva (geni espressi).
2. Eterocromatina (H)
- Densamente colorata.
- Trascrizionalmente inattiva (non espressa).
- Eterocromatina costitutiva (senpre in forma condensata; Corpo di Barr = Chr X inattivo)
- Eterocromatina facoltativa (tessuto specifica).

FISH
Sonda Biotina Sonda
(legata al dUTP) Marcatura con biotinata
r X dUTP-biotina
—— A x >
| b}
4 x 4
Denaturazione
Sonda della sonda

Cromosoma
DNA con il DNA
CrOMOSOMIco denaturato

Ibrido
molecolare 2307, '/ Ibridazione
?I
\‘X\
‘\ Incubazione con
e ————_ VIIN3-FITC
~ T 4
.
/ \\\ Vetrino portaoggetto
II/ \{}‘l
b
Y] ;
‘ Osservazione al
Avidina 3w MY micoscopio Sy 4
fluorescinata —

Tecnica microscopica che permette di rilevare e localizzare specifiche sequenze di DNA su preparati citologici
(cromosomi metafisici onuclei in interfase).

Ibridazione : appaiamento di due sequenze di acidi nucleici complementari. Esempio di ibridazone DNA/RNA
La sequenza di DNA utilizzata comsonda (probe) € marcata con un fluoroforo | FW
ET I TAT AEA Pl O0OA blididadidd&E AAT UEAOA |'ﬁ#“°” éﬁ
S(~ - eI BOOBGW e .
probe DNA Denature 5/8 »
Labeling with : o
fluorescent dye  / : (\/‘:’. / P
-
Nucleic Acid Hybridization

A TAITTA AOi i AQET A



DNAzZ REPLICAZIONE

filamento F stampo

LA2 %0, ) #! : )/ . % %0 3%-) #/ !
Ad ogni ciclo replicativo entrambi i filamenti di DNA
fanno da stampo per la sintesi del filamento
complementare.

, 6 AAAT DPEAIT AT 01T AATT A AA

filamento F / 3

5Q_0 0 0 0 0 0 0 0 O C3 filamento F' nuovo

3
filamento F'

doppia elica di DNA parentale

filamento F' stampo
Ad ogni divisione celldare la cellula deve duplicare il suo genoma in modo assolutamente accurato.
Il processo di duplicazione del DNA, detto REPLICAZIONE DEL DNA, deve avvenire perché da una cellula si
possano formare due cellule figlie geneticamente identiche.
La struttura del DNA suggerisce un meccanismo per la replicazione.

DNA POLIMERASI DNDIPENDENTE

N 15ATUEIA AEA AAOAI EUU 1 A OET OAGE AAl $.138
La$. ! 0/,)-%2!13) AAOAI EUUA |1B8ACGEOI OA AE 1 OAI AT OEAE
Questo enzima utiizA 61 0T EAT OEOI AOOEST PAO AAOAI EUUAOA 16 A

SPECIALIZZAZIONE DELLE DNA POLIMERASI

LT 1T 8ET OAOTT AATT A AAITTOI A j OEA POT AAC
numerose DNA polimerasi.

Le varie DNA polimerasi sono speciazate inruoli A E £FZA OAT OE Al 1 &
.~ cellula: Vengono utilizzate sia per la replicazione del DNA (DNA polimerasi

<< replicative) che per le sua riparazione

DNA polimerasi
difago T7

Le DNA polimerasi si sono specializzate in ruoli diverse..
91 In E.coli sono presenti 5 DNAolimerasi.
1 La DNA POL lll e il principale enzima per la polimerizzazione

1 B8 #11E jthe -"q 17 OADPIEAAOI A DPAOOEOA AA O1T A Ol
AAT 1T 8A00AT Al ACCE Tun dodplessa defaminatddDNA POL O)LGERMA.
T A $.! 0/, ) 1 OPAAEAI EUUAOA TAIT1T A OERIWBEITA AAC

esonucleasica, essa non e altamente processiva e aggiunge sold @0 nt prima di staccarsi dallo
OOAI PI j DOT POEAOU EAAAI E $nded del DNA QeEdsdsarided chivtlerehi §ap I 6 E
sul lagging strand).

1 Siala DNA POIL lll che la DNA POL I, essendo coinvolte nella replicazione, devono essere molto accurate

STAMPGDIPENDENTE RICHIEDE | QUATTRO DNTP
INNESCGDIPENDENTE

PROPRIETA DELLA DNA

POLIMERASI
SINTETIZZA DNA IN DIREZIONE v
VG B % ' %, §/ INCAPACHDI SEPARARE LE 0/33) %$% ! 44
$1 . o8 | . o DUE ELICHE PROOFREADING




SLIDINGCLAMP (PINZADI SCORRIMENTO O NRSETTO)

, A OO01 EAET ¢ Al Ai P66 PAOI AOGOITTT 11 OAEOIIT Al gp=aiz 1A
processivita della DNA polimerasi. ) 3
La pinza scorrevole e formata da 2/3 subunita proteiche uguali che si organizzano cona g
AT 1T £ Oi AUETTA A OOAI OACAT OA6 ET AOGE 1T A AE: E E A
circondare il duplex al confine tra primer, catena in accrescimento/stampo, interagendo con g o
la DNA polimerasi e consentendone uno spostamento efficiente durante latesi. 2
| substrati necessari alla reazione di sintesi sono: 3
1. i deossiribonicleatitrifosfati (dATP, dTTP, 0 © 0 Base)(A,G,CoT)
dCTP, dGTP, chiamati in generale dNTP). HO_,L'_O_E,_O_'F!_O_CHZ E
bbb ke
Y B o OH
2. Un complesso innesc@tampo, costituito da un filamento di DNA a catena singola (stampo)
ed unbreve tratto di DNA (0o RNA) ad esso complementare
AEA PiT OOE O0H(khee)Al EOU o6 i
, I O00AI BT 17 TAAAOOAOET bDAO PP o I Y IR
$.! AOOEAT A AOOOAOAOOI 1 8 A |\ comrLesso Bl P s )E 8
, 0ETTAOAT jDPOEI AOQ 1 -pdinb A O nnescostameo AcfvcRAchvcRAch <R
puo iniziare la sintesi di un filameno dal nulla, pud solo 3iHO 4 . =05
allungarun filamento preesistente, aggiungendovi S0 DA

I OAT AT G@BHAE Al od

CORREZIONE DEGLI ERRI INTRODOTTI NELLROLIMERIZZAZIONE
Un sistema di copia basato solo sulla geometria delle coppie di basi | .o s "“"“""“(“‘
non fornisce garanzie di accuratezza sufficienti: la polimerasi :.:,,"né'o,.‘nzt.'."%';..d.
introdurrebbe un mismatch (=appaiamento erroneo) circa ogni 16

106 ba-SI 1 /3/ LA POLIMERASI AGGIUNGE

11 AGT A DIl EIAOAGE Ei DACI AGA 1 Al "AS8rTS },ﬂ l 1 E
poOiTAs AETT 111 Oi11 EAARIE All w

Questierrori devono essere rimossi con elevata efficienza per evitare [ 7(

un rapido accumulo di mutazioni nel DNA. s ekt oo

La possibilita di correzione deriva da una attivita esonucleasica LD
(rimozione dei nucleotidi) associata alla DNApol chiamata esonucleasi correttore di
AT UUA j DOl i ZROAAAET ¢ Agi il O0AI AAOGAQ AEA AATEvUlR

IL NUCLEQTIDE

IN APPAIAMENTO SCORRETTO
VIENE RIMOSSO PER

ATTIVITA AUTOCCRRETTIVA
IN DIREZIONE 3'-5'

YT £ZET A ET OAOOGAT ci 11 AT AEA OEOOAI E AE OE-*®
La DNApoI corregge il proprio lavoro man mano che sintetizza il DNA grazie ad @:géé'ggggﬁ%mm

A O&E'O EM' AAUA@ E A A o 0 DEL NUCLEOTIDE SUCCESSIVO
PROCESSIVITA DELLANA POLIMERASI S
LaprocessOE OU 1 EI 1 0i AOI [ AAET AE 1 OAI Al OE) MEEEF  opy
tempo.
00E OAOEAOA AA DPIAEE 10 £EITT A vns8nnni O ACCEOI OE 1 ¢C

Velocitamedia di polimerizazione:

- 750bp/secondo in e.coli

- 15-20bp/secondo negli eucarioti
La polimerasi impiega circa 1s per riconoscere e legarsi allo stampo poi la polimerizzazione avviene molto
velocemented il legame al complesso innes-O O AT BT 17 1 an&OAT O1T 1 EI EO



FORMAZIONE DI UNO &MPO FUNZIONALE DI NA

, A OET OAOE AA1I $.! DAOOA Ai1G6AI OAUUA AAT 1T A T OEGETE

con proteine iniziatrici.
, A ATDBPPEA Al EAA AAI
replicazione.
og‘C
"Ripetizionidi13cb  Ripetizioni di 9@ clf

AR NN

?f"?c.'
qo La proteina Dnaf lega le quattro
ripetizioni di 9 cb in ariC. Proteina Dnal

i)

a0 Molecole addizionali di proteina DOnak
si legano in manigra cooperativa a
formare un complesso con oriC awolko
sulla superficie.

| | ‘ | |
R La separarione dei filamenti comincia
&0 ) ) alle ripetizioni di 13 cb
e La proteina Dnab (DMA elicasi)
e la prateina DnaC si uniscono

con il complesso diinizio
e formano una
bolla di replicazione.

replicazions

Proiei'na OnaC

, AT UEI A AEA DPAOI AOOA

¥ l“'lll.l/"‘\;_
W,
By B
— L STH P T ATy S
T~ f-s\.{ﬁ"mi;\@ﬂl‘»{'ﬁ WO,
Le DNA elicasi si B <v g
legano e si spostano R TT)
lungo il filamento di
DNA utilizzando &R - G
energia data da - 'ill"""'!‘lll.-ﬂ‘f'"l::“_u/f'“‘.\.:\
LY

idrolisi dell’ ATP

Y
Vi
Sy Iamnel

ERTTTTIT I ol LRSS TTH

OEAT A difeplidadiddé creBrido uhd bOl@& ODT T AA

Le forcelle replicative si allontanano in
entrambe le direzioni dalle origini di
replicazione. Comunemente, sia in
procarioti che in eucarioti, la replicazione
procede bidirezionalmente dando orgine a
bolle di replicazione sempre piu grandi.

ta a /@b delaBorcA di ©flicazioAd eluda DNA Bidadt A

origine DNA
di replicazione a doppia

5 1 elica
3

doppia elica aperta

con l'aiuto

di proteine iniziatrici
5"
3

DNA stampo a filamento singolo,

SINGLEZSTRANDED DNMBILDINGPROTEINS (SSB)

La DNA elicasi catalizza lo svolgimento della doppia elica parentale.

AP, Ve o Ve d e
*. x’?»@ "-‘»_:{,\"1\
R

DNA elicasi ATP = ADF
i)

La proteina che lega il DNA a singolo filamento (SSB) mantiene il DNA svolto in una forma distesa per la replicazione.

DNA polimerasi

DNA prerephicatvo
a singoko filameto
senza proteina SSB

[« g@c Sl[ruttgre
a forcina
Monomer i 558D

5

3
DNA prereplicative
a singolo filamento
ricoperto da proteine SSB

by

pronto per la sintesi di DNA

Le proteine che si legano al singolo filamemtne
stabilizzano la struttura prima della replicazione.

Il legame al DNA delle SSB € di tipo cooperativo.

Una volta ricoperto di SSB il singolo filamento assume
una conformazione distesa che facilita il suo ruolo di

stampo.

Le SSB si legano al DNA per mezzo di interazioni di tipo
elettrostatico con i gruppi fosfati e di impilamento con
le basi SSB interagiscono con il DNA in modo

sequenzadipendente.

A



TOPOISOMERASI

DNA. Le topoisomerasi (cosi chiamate perchénodificano lo statotopologico del DNA) controllano il
superavvolgimento della doppia elica creando delle interruzioni transitorie in uno o entrambi i filaranti.

. AT 1 86A1T AEOT AAIT 1 A OAPI EAAUEITTA OEIi OT OiI1T1T E OOPAOAOGO
Esistono differenze significative tra le origini di replicazione procariotiche ed eucariotiche:

Procarioti presentano solitamente un singolo cromosoma cirdare e, tipicamente, una singola origine

di replicazione.

Gli eucarioti invece hanno spesso diverse origini di replicazione su ogni cromosoma (che generalmente
e lineare e di maggior dimensioni), la presenza di numerose origini di replicazione permette di
velocizzare la duplicazione dei genomi che, solitamente, sono piu ampi.

)1 OAci A1O61 AE $.! AiPEAOI A DPAOOEOA AA O1 601 EAA



DNA-POL NELMECCANISMO DI SINTES

La DNApol catalizza la formazione di un legame tra iosfatoy A A |

A. 4/0( AAKIT @BI

della regola della complementarieta tra le basi con il flamento stampo.

P
P
P

catalisi

QH

Al i

, A OET OAOGE AAI
1. Inizio della catena.
2. Estensione o allungamento della catena.
3. Terminazione della catena.
Fu subito che:
- Lareplicazione del DNA é bidirezionale.
- Ha origini di replicazione specifiche.

$. !

Una volta che i due filamenti sono separati, si procede alla sintesi

. /1-“\

a '2135 v /
H‘. -,3.5

direziona di spostamanto dalla forcella replicativa

| precursori nucleotidici del DNA sono ricchi di energia:
1 8ACCEOT OA AE 1

1 O1 O6idil OA

pirofosfato, con una modesta liberazione di energia.

A

1 stampo del fllamenta lento

stampo del fllamento guida perla forcella destra

per la forcella sinistra 7
\ T, /
£ ~_ ONA sintetizzate " ———— ““’0
___———= perulima .
’ N
e B p

&
stampo ded flamenta bente

er la forcella sinistra
P per la forcella destra

stampo del flamento guida

1A OET OAOGE AAII

, AT AOCEA 1 EAAOAOA AA
PDEOI £ O0EFAOT 1T EI 01160
verso la polimerizzazione del nuovo filamento.

62.!

8

NB: il filamento di nuova sintesi ha polarita chimica
opposta al filamento stampo.

La replicazione avviene in modo continuo su un filamento (filamento anticipato / guida / leading),

T AOAT h

o1

AEOAT 1T OET 61 OOi 1 6A1 601 j £EI Al AT &I OEOAOAAOGT ¥ 1 A1
Frammento di Frammento di Regione Sul filamento ritardato la sintesi di
OKASAKI 1 OKASAKI2  dareplicare o ~ DNA awviene per frammenti: La
} | ! Variano . lunghersa aa  POlimerasi sintetizza un fammento,
5 1000-2000ntneiprocarioti D] E OE OOAAAA A 0OOI
™ B v a 100-400 nt negli eucarioti i 6 A O O OA I' E O U o 6 A Ai
51 3' e e . . . .
o R % A per iniziare la sintesi di un nuovo
5 Filamento anticipato 3 ;
mm ’ ;

3

A AATT A

e
/



, ! &/ 2-1:)/ NMES6®, , &)

)T OEOI 16ETTAOAI

RNA polimerasi chiamatgrimasi .

di okazaki.

f02)-%2Qq 1o R
RNA (da 10 a 60 nt nei procaoti, 5-10nt negli eucarioti). ' = =
, AT UEI A AEA AAOAI EUUA 1A OF = -
A g A
- Filamento guida utilizza un singolo primer. %
. . . . . PRIMASI DNA POLIMERRS]
- Filamento discontinuo, un primer per ogni frammento s ——
= = =
= =
= = .
, Filamento stampo parentale £ N
S : Direzione di
Filamento continuo (nuova sintesi) i roplicazione ,
DNA -~ 5
polimerasi * Innesco _—— -3
Filamento ritardato (nuova sintesi) Frammento di Okazaki v 5
3mmm- & 5 d=mea
SeEs -
Filamento stampo parentale
I I
DNA replicato DNA non replicato

la primasi
NResco sintatizza un Nuovo
aRNA innesco a RNA
3 I 5 3 < 5
5
1
stampo del la DMA palimerasi allunga
filarmento il nuovo innesco a ANA
ento dando inizio a un frammento
di Okazaki nuoveo
3 3 —
5 3

la DNA polimerasi
completa
il frammento di DA

' I 5
5 3

il vecohio nnasco
a RMA vizna aliminato
e sostituito da DA

£y 7 K3

5 3
ricucendo | punti di taglio,

la D& Iigasi unisce

il frammento di Okaraki nuovo
al resto della catena

in formazione

3' I S

5 3"

Definizione DNAligasi

DNA figasi
AMP + PP
Ha0
G C
C

A
T
G T

3

AT T
T A A H
ODI\I\I\
5" P
\I\Noo

Sintesi e sostituzione di inneschi di RNA durante
la replicazione del filamento lento di DNA.

51 AOAOGA 2.! 1 OET OAOBE
libero per la sintesi di DNA.
, 6ETTAOGAT AE 2.! OEATA

con DNA dalle due attivita enzimatiche

AOGT 1 OAT AAGEAADPI & AIABDAO
presenti nella Poll. La DNA ligasi poi chiude in
modo covalente la nascente catena di DNA
catalizzando la formazione di legami

£l O&FI AEAOOA OBAPEliaGe@iA E

A livello della forcella replicativa le proteine
collaborano tra loro formando una macchina per
copiare: IL REPLISOMA

P4

camplessa replicativo
replisoma

SN LN SN ZN AN N

- DNA polimerasi

- Elicasi

- SSBP (single strand binding protein)
-topoisomerasi

- primasi

-[ eso-ribo-nucleasi (RNAsiH) negli eucarioti]
- DNA ligasi

Fatensiom of RNA primer )A N é
wi A2

A U

<Ay

[+ _<ad

|

=

I

= v,

[

3

- 3

[T 4



ARCHITETTURA DEL REPSOMA DI E.COLI AIVELLO DELLA FORMCREPLICATIVA

DNA polimerasi Il
che replica il filamento guida
in modo continuo

Proteina che lega
il DNA a singolo
filamento

DNA elicasi |

DNA primasi | | "M0Soma

DNA polimerasi lll
che replica il filamento
lento in modo discontinuo

Frammento di Okazaki nuovo Frammento di Okazaki vecchio

Schema del replisomali E.coli che mostra i due domini catalitici della DNA polimerasi lll che replicano il
filamento guida e quello lento e il primosoma che solge | doppia elica parentle e inizia la sintesi di nuove
catene con gli inneschi di RNA. Mentre il replisoma complesi muove lungo la doppia elica parentale
ciascun componente effettua la rispettiva funzione in maniera concerata. In realta, il complesso di
replicazione probabilmente non si muove ed € invece il DNA ad essere tirato attraverso il replisoma. La
replicazione sta procedendo da sinistra verso destra.

"8 i1 Oiii AOEAAT UEAOGE 1 A OPEIT UA AE AAOEAAGS

Fattore di replicazione C
PCNA (‘'morsetto")

DNA polimerasi €
Proteina di replicazione A
/Elicasi Topoisomerasi

D
....

Sintesi continua ~

del filamento guida e x/

Sintesi discontinua ——sa.oad00. |
del filamento lento St { I

R g —— Ribonucleasi H1
Innesco di RNA 1

¥
DNA polimerasi & —L

Frammento \_ 2, 5
di Okazaki

Alcuni dei componenti importanti di un replisomaeucariotico.

/| CTE OAPI EOI T A Al 1 OEAT A OOA AE £A£EA OADNA ErimBsi sintetizza GIiA
inneschi di RNA e aggiunge brevi segmenti di DNA. La DNA polimerasi delta poi completa la sintesi dei
frammenti di Okazaki nel filamenb lento guida. La PCNA (proliferating cell nuclear antigen) & equivalente
Al1T A OOAOT OU AOGA AAIT A $.! DPilEIAOAOGE ))) AE %8
facilitando la sintesi di catene lunghe di DNA. Le ribonucleasi H1 e FENnucleasi F1) riuovono gli inneschi
AE 2.'h T A PiI1TEI AOAOE AAI OA OEAI PEA E OOI GE A i
coli.




RIASSUMENDO, LA REKINE DI REPLICAZIONEICHIEDE:

T ENZIMA DNA POLIMERASI
T STAMPO O TEMPLATDI DNA
f UN PRIMER
1T Mg?*o M+
1 I quattro deossiribonucleosidi trifosfato.
o ATP
o GTP
o CTP
o UTP
T !',42) %. :) -) 1'53),)!2) j.%#%33!2) 0%2 , 0! 0%2452!
0o TOPOISOMERASI,
o LIGASI
o0 ESONUCLEASI
o %# # 8

ASSEMBLAGGIO DEI NUEOSOMI DURANTE LAERLICAZIONE DEL DNA

Proteina di assemblaggio
del nucleosoma 1

(Nap-1) v
Citoplasma \
Nucleo .

Cf—— Dimeri Fattore di assemblaggio
| istonici della cromatina 1
T / (CAF1)
B
o @1:"‘1.’:{11‘1;\.”:'@ \ //Pcm
g}\ﬁ @ /ﬁYMA\AW
___,.-Jﬁr;%.v N—— / @&Wﬂ‘g
Nucleosomi @ggw AP | o Plyﬂleqsoma
maturi Mucleosomi parentale
necassemblati

Negli eucarioti il DNA € organizzato in cromatina
Durante la replicazione sono necessari il disassemblaggio e il riassemblaggio delle proteine associate al DNA:
1 Meta degll istoni depostl sui cromatidi fratelll devono essere d| nuovaintesi.

T ,8A1 OOA 1 AOEQGOIATED
f::
— : N
| nucleosimi vecchi vepgono conser\(atl e ‘. &\ /ﬁ/\ = =
servono a mantenere il PATTERN di ' | o
. i ) > \ / nuovi istoni: Hea [JH28 [JH3 [JHe

modificazione della cromatina. A
Al termine della replicazione, i vecchi istoni sono N
presenti su entrambi i cromosomi figl, la loro { \ diretione dels

. i . . . X L e replicazione del DNA nucleosama
distribuzione non & pero del tutto casuale. \p,f:\ " perentke

complesso

per la replicazione

tetramero H3sH4

ff |
/

dimero HZA*HZE



REPLICAZIONE DELLESHREMITA DEI CROMOSOD LINEARI

Il meccanismo di replicazione medinte sintesi discontinua del filamento lagging incontra un problema speciale
guando la forcellareg)llcatlva raggiunge una estremita del cromosoma.

rimo ciclo
ori - -~ - .~ - . - o -
5 | 3 , 8ETTAOAT AA 2.! OEATA
3 | 5’ .
normalmente sostituito da DNA:
l Alle stremita non sussistono le condzioni per la
Veloce Lento . oo~ A .. .. N ~ I .
P —— . OET OAOGE AA1T s$.! TAI1T1T O
3'M5' OA1 ACEOT Al 1 6 Olafak (i batte®aA |
Lento Veloce cromosoma circolare non hanno questo problema.
l Ad ogni divisione cellulare, le estremita si
) Valoce Lento 3 accorciano di circa 58100 nucleotidi
3 — <g——=mm ('
Primer a RNA S do cicl
5 > ) — > 3 econdo ciclo
31 51’ Si 3!
. 3 < —< << 5
Processamento Filamento .
del frammento di Okazaki superiore Queste estremita saranno perse
nel successivo ciclo
3k 5
. /7lltratto aRNA al 5’ viene escissc);/ DNA perso DNA perso
2 3 5/ 3
3 5 3 e —— Pe— S S
. Queste estremita saranno perse
::rl\lfi?‘ifgo nel successivo ciclo

Le estremita dei cromosomi devono avere strutture uniche che facilitino la lorduplicazione o deve esistere
uno specifico enzima di replicazione che eviti la perdita di materiale.

Diverse prove hanno dimostrato che entrambe le ipotesi sono corrette.

I cromosomi degli eucarioti presentano alle estremita delle brevi sequenze ripetuta tandem (TTAGGG nei
mammiferi) A TELOMERI

yl 1001 Aol AE OEDPAOEUEITE AAIlI
e anche nesso stesso cromosoma in tipi differenti di cellule.
Nelle normali cellule somatiche umae (non cancerose) i telomercontengono comunemente da 500 a 3000
OEDPAOGEUEITE A OE AAAT OAEATT COAAOQATIT AT OA ATT 1
cellule cancerose).

601 EOU AE AAOA

OAOEA

6A0U

LA TELOMERASI

)y OAITT1 AOE OE AlonddAl

una speciale polimerasi DNA dipendente, la

telomerasi, la quale incorpora un innesco ad

RnA che si ibrida al telomero stesso.

La soluzione é quella di utilizzare una

polimerai che incorpori uno stampo.

La telomerasi usa la sua componente di rNA

periAOEAAOOE Al OAOI ET .

singolo filamento del telomero e utilizza la

sua attivita di trascrittasi inversa per

sintetizzare una sequenza di DNA

AT 1T Dl AT AT OAOA AlTT A b,
E

r AR AAARARAAT i 2 A0~

)

ripetizione

N,

sintesi del DNA

OOAI PI 8 01 E 8 Al i A 4 .‘
telomeroin diOAUET 1 /3\ o8 j AA] = " |
posizionandosi in modo da riniziare iI e TTAGGGTTAGOGITASS \ /'
processo. l‘x 5_ - -

i



La replicazione dei telomeri dei cromosomi.

Agq ! AAOOA AAIl LOWIlileMAAOOEOD
Al 1 8AOOOAI EOU AAIT £EEI Al Al
TTT DPOE Ol Oihestolheinkia lh Sinesi ti
$.! AT 186AOCOOAI EOU AAI EEI

b) Queste estremita dei cromosomi sono replicate da ur
enzima speciale, detto telomerasi, che impedisce alle
estremita dei cromosomi di diventare piu corte a ogni
replicazione. Laseqgh T UA 1T OAl AT OEAEA
filamento lento é specificata da una corta molecola di
RNA che & un componente essenziale della telomerasi.
, A OANOGAT UA OAI AOCEAA 11

La telomerasi rizolve il problema dellinnesco terminale.
Filamento nrﬂzn[ale

LARN) ";sr. GG TTAGGGTTAGEGTTA
o 5 & Filamento lento nensintetizzato incomoleto

i
o' La telomerasi i lega.

iy

16 atelomerasi Y, J
estende \_\
lestremita ?
' [sintes: di DNA ,
su stampa di AMAL R4 stampao
e gats

RLRLLER]
Ad

BCGOTTAGGE)

.
||

L.,_’S.TG L |
0 Traslocazione. \i
|

= 3 .
TTT T T e R TTACRET TR LOPTRGLET 1A 5
ARTC LG f ARUCCCAAL
____________ R D\
5., | /
Il problema dellinnesco del telomero sul filamento lento. Uactansione e 1a ; v
E e : el traslocazionz sono ripatuta
stramita prossmals L mclke wolte; la telomerasi
al centromeso Estremita distale viene rilasciaka,
5 PP TTTT T T T TrTTT 5 IIIIII,;_,;_:-E%E"“'-': AEBETTACELTTA
T . 5 g
| . II [
Frammento DR
di Okazaki Innesco di RNA B [af”;g!;:mlrllari :Ifu! ::ch:-nrr;r:a:lslpn o
(&intes di DA se stamed di DAl
5 e ||||||||||||||||||||||||||||||3. AgAGTHE Th
3 wawsans g L 5
MNessun 3-0H per === DNA Innesco di RNA
l'estensione palimerasi
fatk covalente i
REGOLAZIONE DELLA LUWHEZZA DEI TELOMERI
%OEOOTTT NOETAE DPOT AAOOE AEA EATT oen 77 77 fudmen o
telomeriche. l'
%5 OOAOT DBOI PT 60T AEA TAI T A AAI ‘
forniscano alla cellula un meccanismo di conteggio che aiuta ad impedire ‘l'
una proliferazione incontrollata. . ,l,
, A OAI AOAGE OEAT A OOPAT OA6 1 AI )
somatiche. Ad ogni divisione cellulare, percio, i telomeri si accorciano di
circa 50-100nt. Dopo un certo numero di divisioni, la lunghezza dei vlr
telomeri diventera insufficiente per garantire una corretta replicazione ."
dei cromosomi e le cellule smetteranno di dividersi.
SAAT T AI | 6EDPT OAOE Al OOAT OA T A 1 AC '|'
un corredo completo di ripetizioni telomeriche. Ad ogni divisbne = -

cellulare, percio, i telomeri si accorciano di circa 5200nt. Dopo un certo

o]
>\

(@
mh

numero di divisioni la lunghezza dei telomeri diventera insufficiente per garantire una corretta replicazione dei
cromosomi e le cellule smetteranno di dividersi. In questo nuo ogni cellula ha un potenziale replicativo

definito e dopo un certo numero di divisioni va incontro allasenescenza replicativa .



%5 OOAOT bDHOT BT 00T AEA TAIT A AAI1OI A Oii AGEAEA 1 A OE
contege T AEA AEOOA AA Ei PAAEOA OT A DPOI 1 EEAAOCAUEITA ETAI
Questa ipotesie confermata ad esempio dalle colture di fibroblasti primari, le quali dopo circa 60 divisioni

vanno incontro a quiescenza replicativa.

Tuttavia sesi inserisce nelle cellule la telomerasi (mediante trasfezione di un gene attivo) la lunghezza dei

telomeri viene mantenuta e molte cellule continuano a proliferare indefinitamente.

La telomerasi € attivata in circa il 90% dei tumori umani.

Leripercussioni cliniche del controllo della lunghezza dei telomeri nelle cellule sono una parte importante

A Aattlia ricerca scientifica.

LA REPLICAZIONE DEBLESTREMITA DEI CRG&OMI LINEARI.

| telomeri devono assolvere 3 importanti funzioni:

1.ImpredE OA 1T A AACOAAAUEI T A AAI16AOO0OAIED
2. Prevenire la fusione delle estremita con altre molecole di DNA.

3. Facilitare la replicazione delle estremita senza che si abbia perdita di materiale.

([an)
>
T
T>
T
b

, A TACCEI O PDAOOA AAE OAI T msat .CEI
sl ¢ci 117 &EI Al AT 01 OEAAA EI ' I
lunghezza variabile (da 12 a 16 basi nei ciliati, da 50 a 500

basi negli esseri umani).

AT 180611 T A Al OOA ODPAtAE A E Centromer
chiamateanse4 ET AOQOE EI OET Cli 11 [,7(
ripetizione telomerica a monte e si appaia con quello
complementare, spiazzando quello equivalente.

(TTAGGGIN
(MATCCCln

[
e Complesso
Complesso TRF-1
TRF-2

DNAz MUTAZIONI

Una mutazione & un cambiamento nel genotipo di un organismo (nella sequendel DNA) che si propaga
attraverso generazioni di cellule.

La maggior parte delle mutazioni ha effetti deleteri La mutazione € la risorsa fondamentale di tutta la

sugli organismi.

Inoltre, se si verificassero troppo di frequente,
disturberebbero la fedele trasmissione

AAT 1 6ET & Of AUETT A CAT AQ

aenerazioni.

Il tasso di mutazione €& sotto il controllo genetico e
si sono evoluti meccanismi che regolano il suo
livello a seconda delle varie condizioni ambientali.

MUTAZIONI PUNTIFORMI

Seconda generazione
Molecola mutata

(a) Erroridireplicazione

Prima generazione f .
Errore direplicazione > AGTCGATAG 3

_|—>3' TCAGCTATC 5

¢
3" TCAGCTATC 5

5" AGTCAATAG 3’
—L3' TCAGTTATC 5
Filamenti parentali 5" AGTCAATAG 3’
5" AGTCAATAG 3’

Replicazione 3' TCAGTTATC &' '
normale —|—>5' AGTCAATAG 3’

5" AGTCAATAG 3’
normale

3" TCAGTTATC 5
-LS' AGTCAATAG 3/
3' TCAGTTATC '

variabilita genetica, provvedendo a fornire il

i AGAOEAT A COAUUT DPAO 16
I meccanismi di ricombinazione riarrangiano la
variabilita genetica in nuove combinazioni e la
selezione naturale (e artificiale) preservano le
combinazione le condizioni ambientali esistenti (o
A NOAITT A AAOCEAAOAOGA AAI

Replicazione Filamenti parentali

normale con un nucleotide

5 AGTCXATAG 3’ :
in modo scorretto
3 TCAGTTATC 5 alterata —L :

AR 5" AGTCXATAG 3 —
Replicazione 3 TCAGTTATC 5’ —

> 5'TCAGTTATC 3'—L

(b) Uno dei possibili effetti di un agente mutagenc

Seconda generazione
Molecola
Prima generazione mutata ” prOCGSSO a due
Nucleotide appaiato 1
inmodoscorretto " AGTCGATAG 3 passaggl della

3" TCAGCTATC 5 :
+ T s mutazione

Nuclectide appaiato .

puntiforme.

3’ TCAGCTATC 5’

5" AGTCXATAG 3’

Replicazione S TCAGTTATC 3/
normale _|—>3' AGTCAATAG S’

3'AGTCAATAG 5' Replicazione
TCAGTTATC normale

3" AGTCAATAG S’
5" TCAGTTATC 3



(a) Cornice dilettura di codoni di triplette con un codone di inizio ATG e uno di stop TAG

ATGTCCAGT AGGGTAAGT TACATG CGAGCT TTT AGT TCC TAC GAG GTA AGT CCT CAT AGG GAG GTA AGT CCCTAG

Met Ser Ser Arg Pro Val Tyr+Met Arg Ala Phe Ser Ser Tyr Glu Val Gly Pro His Arg Glu Val Ser Pro Stop
|
Sito di delezione
einserzione (b}
(b) i

1 Delezione ATGTCCAGT AGG GTA AGT TAC TGC GAGCTT TTAGTT CCT ACG AGGTAAGTC CTC ATA GGG AGG TAA GTC CCT AG

Inserzioni e delezioni
possono causare
mutazione frameshift

(-A) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriCys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Stop

-2 Delezione ATGTCC AGT AGG GTA AGT TACIECG AGCTTTTAGTTC CTACGA GGTAAGTCC TCATAG GGA GGT AAGTCC CTAG
(-AT) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriAla Ser Phe Stop

+1 Inserzione ATG TCC AGT AGG GTA AGT TAC:CAT GCGAGC TTTTAGTTCCTA CGAGGT AAGTCC TCATAG GGA GGT AAGTCCCTAG
+C) Met Ser Ser Arg Pro Val TyriHis Ala Ser Phe Stop

+2 Inserzione ATG TCC AGT AGG GTA AGT TAC CGA TGC GAG CTT TTA GTT CCT ACG AGGTAA GTC CTC ATA GGG AGE TAA GTC CCT AG
(+Ca) Met Ser Ser Arg Pro Val TyrEArg Cys Glu Leu Leu Val Pro Thr Arg Stop

Cromosoma Cromosoma Derivato del ~ Cromosoma
9 22 cromosoma 9 Philadelphia
I
BCR ™ _-BCR
[ , ~ABL
ABL ]
A

Una traslocazione cromosomica chgenera un gene di fusione é causa di
leucemia linfoblastica.

ABL= chinasi del ciclo cellulare. Nel gene di fusione perde le parti deputate alla
OACi 1T AUETTA AAT 1 6A0O0EOEOU AEET AOEAAS
A volte nei geni di fusione un gene mantiene la capacitd di generare la fgina
normale, ma sotto il controllo di un promotore errato: es. traslocazione di-®1YC
(oncogne) riscontrata in diversi tipi di tumore.

(b) Le rotture a doppio filamento interrompanao entrambi
i cromosomi fratelli

(@) Un'incisione a singolo filamenta interrompe un cromosoma
Incisione,

=~
Collasso
dellaforca
replicativa
_—

Filamento
lenta

Incisione Incisione

~
Collasso
dellaforca
replicativa
_—

Filamento
lento

Un cremosoma Entrambi

fratello & interrotto Filamento

guida

Filamento
quida

Mutazioni su un singolo cromosoma

Inversione

Delezione

Duplicazione

BB B
H |
\
\
Mutazioni su cromosomi multiph
Inserzione
Cromosoma  Cromosoma Derivatodel  Derivato del
3 18 cromosoma 3 cromosoma 18
B¢
| / g

Traslocazions

Cromosoma Cromosoma Denvato del Derivato del
; ool clici
8_
/|
/ T

icromosomi fratelli
sono interrotti




ALTERAZIONI DEL DNAEHE CAUSANO MUTAZION

/NN

Cell cycle Transcriptional program DNA repair

W 2 x 10* lesioni al giorno / cellula umana!

CAUSE:

+ La nostra dipendenza dall’acqua e dall’ossigeno

ci rende vulnerabili ad

una serie di reazioni idrolitiche ed ossidative, quest’ultime mediate da

radicali reattivi dell’ossigeno (ROS) derivanti da sottoprodotti del

normale metabolismo cellulare, le quali causano
definite spontanee;

- errori nel processo di replicazione

TIPI di DANNO:

mutazioni nel DNA

A 37°C e a pH fisiologico al giorno in ogni cellula si osservano eventi di:
- depurinazione e depirimidinazione: circa 18,000 basi azzotate sono

perse a causa della rottura del legame glicosidico che le collega con la

molecola dello zucchero deossiribosio;

+ deaminazione: circa 100-500 citosine subiscono un evento di

deaminazione e sono trasformate in uracile;

- alchilazione (solitamente metilazione), ossidazione

filamenti di DNA ad opera dei ROS

e rottura dei

+ mismatch (appaiamento errato) dovuto a errori nella replicazione

DEAMINAZIONE DELLE BASI NUCLEOTIDICHE MEDIANTE IDROLISI
SPONTANEA:

w ®
N
H y
Nr«uz T}\FNH’ o H\[/\rm, " °
) . !
e o Y o

Gitosina Uracile Citosina Uracile

oy

Adenina

100/500/gg

Ipoxanting

v i
L \
- 3 3
DANNO OSSIDATIVO DI PURINE E PIRIMIDINE Nﬁ;ﬂ(""' H\Fj:fo ca 18000/gg
fa)  Inalterato Ossidato (
N o SMetitosina Timina
Citosina S-ldrossicitosina
H OH
H % NH Ho A NH
=T — T MUTAZIONI INDOTTE DA ELEMENTI GENETICI TRASPONIBILI
E] 3
AL H,NYN
o] o) Elemento genetico
trasponibile
Timina Timina glicole ——
CHs HO.  _CH3 sy
Segment] rati d
H y 0 Ho. e 0 Gere | S0 St s:ﬁlecl:f?raa’sp‘un?hile
—_— —
,N'z N\H H)N‘IEN\H DNA — e e
0 o] ifralsbrﬁzme l Trascriziong
Adenina 8-Oxoadenina mRNA L
NH, NH, 0
l fiscszan l Tracuzione
é 4 d’J R o:< , )
N N Polipeptide AAAA
Pohpemlde ativo Palipeptide tronco inattiva
procotto dal gene
Guanina 8-Oxoguanina
H | H Figura 13.20 ~ Maccanismo di mutazions indotta da un traspo-
A 0 W N < N sone. L'inserzione di un elemento genetico trasponibile (rosso) in
é | 2‘ —_— o:{ ; un gene selvatico (a sinistra} Io rende, di solito, non funzionale (@
N d a N N ;l/ W destra). In genere, 5| forma un prod otto genico tronce a causa di se-
’ 2 s 2

DEPURINAZIONE MEDIANTE IDROLISI SPONTANEA:

’
45
7

H,0

\

H,0:

//

N
N

gnali di terminazione della traserizione o della traduzione (o en-
trambi) localizzati nel trasposone

Y



ERRORI DREPLICAZIONE LEGAWLLA TAUTOMERIA DELE BASI

Comuna Rara . _
ﬁ o Forme tautomeriche delle quattro basi
e — P comuni del DNA: Le transizioni degli atomi
3 - 3 - .. .. .
g%LH — gL N di idrogeno tra le posizioni numero 3 e
#N Fo o
0% R 07 M Zuccheno numero 4 delle pirimidine e tra le posizioni
EuLtheru
Forma chefonlca Tiina Forma #noics numero 1 e numero 6 delle purine camlgno
e ﬁ“ la loro potenziale specificita di appaiamento.
C. -G,
m’f* e CH i 4 CH
c I —_— ¢ |
-, CH CH . . . . ..
# '*l(zw_,m o ““N:fzmhm Le coppie di basi A:C e G:T appaiate con legami idrogeno che
Forma amminica S Forma imminica ormano quando la citosina e la guanina sono nelle loro rare
i, . forme tautomeriche imminica ed enolica.
| I
N'fj:x‘ S HHy, & =
N Ig*/r:n - |F || hCH
— - Hi ,
S b3 L\%n \ Coppia di basi rara A:C Coppia di basi rara G:T
Zucchers Lucchero CH3
Farma amminica Adening Farma imminica H 2 (l: ' 0
N.,, AN
a g .
S ZuccheroN H.., l Zucchéro ﬁ H"'~NéC\C/N
Mg i S — “{a \ﬁIN II* O, 1§ * i
; CH HC Timina PN C\N/
i - d Cit o
H,N/Ci‘x‘l/ ¢ H H?N'/ <:‘x“[‘\"'l: _h“-, (forma |m(t)nsllnn|ia rara) Zucch {forma chetonica °°”“‘“”’|q a Zucchero
Lutchens EL{."&M{) Adenina ucc ero H Guanina
Farma chetonica ) Formia enalica (forma amminica comune) (forma enolica rara)
Guanna

(a)

Gli effetti delletransizioni tautomeriche nei
nucleotidi del DNA su (a) appaiamento delle
basi e (b) mutazzione.

Coppie di basi rare A:C e G:T, come quelle
mostrate in (a), si formano anche quando la
OEI ETA A 1686AAAIT A O
rispettivamente, enolica e imminica. (b) una
guanina (1) va incontro a una transizione
tautomerica nella sua forma rara enlica (G*)
durante la replicazione (2). Nella sua forma
enolica, la guanina si appaia con la timina (2)
Durante la successiva replicazione (3 e 4), la
guanina si ritrasforma nella sua forma stabile
cheton-ica. La timina incorporata in
corrispondenza della forma enolica della
COATETA j¢q AEOECA 1
OT 6AAAT ET A AOOAT OA 1
replicazione (3 e 4). Il risultato netto € una
sostituzione di basi G:C con A:T.

Meccanismo mediante il quale le transizioni tautomeriche nelle basi del DNA causano mutazioni.

¢ AppprR.
: AL Selvatico
Rara forma tautomerica 5 gp——— 7 GICIA G
enolica della guanina (G*) ACGTC 5 3 Wl ;
b A
Replicazione g g LEATE  iiante
5 mpyinglgegh 3 o] DNA 5 I SiliA ¢
G
e R =
'; 2 Z /T\ z _— Replicazione ?
| gl 3 del DNA
- T
DNA parentale — ACiGiT C i
hi 8 a3 T ECA G Selvatico
A CiGIT C ol
FGICIAGE — > o :
L fidiEd o A
 Progenie di ’; i Y ; ﬁ Selvatico
prima generazione z*l-i"-‘l’ 5
3 Progenie di (4)
(b) seconda generazione

ERRORI DI REPLICAZIO% , %'
NUCLEOTIDICHE

| 4)

Replicazione normale

| |JONB P8 RIPETIZZONDI TRIPLETTE

. " ES
Proteine normali o

Malattie ereditarie

3TGTCAAGTCGTCGTCAGTCAATGGA 5" — (ThiVallGInGInGINGIn|LeuPro)
5"ACAGTTCAGCAGCAGCAGTTACCT3'

Sequenze ripetute di CAG
(tratto di poliglutammina)

5"ACAGTTCAGCAGCAGCAGTTACCT 3’

Lo slittamento sullo stampo
introduce i |nserZ|om di CAG extra

da espansione di
triplette.

Proteina anormale
con un residuo Gln extra

3 TGTCAAGTCGTCGTCGTCAATGGA S‘—|$

5"ACAGTTCAGCAGCAGCAGTTACCT 3' —— (ThiValGInNGINGINGInGInLeuPro)
3 TGTCAAGTCGTCGTCGTCAATGGAS



TIPI di DANNO :

DANNI ESTRINSECI

CAUSE.

| DANNI ESTRINSECI sono errori legati ad insulti ambientali, dovuti ad agenti
chimici o fisici esogeni. Essi sono detti agenti mutageni in quanto producono
mutazioni indotte nel DNA. E detto mutagenesi il processo che determina una
mutazione indotta e mutagenizzato I'organismo in cui é stata prodotta.

| mutageni fisici sono soprattutto radiazioni ionizzanti (raggi X, raggi gamma) e non
ionizzanti (raggi UV); gli agenti chimici sono molto numerosi e appartengono a diverse
classi di composti. Oltre che per la natura i mutageni differiscono anche per spettro
mutazionale, ovvero per il tipo (o i tipi) di mutazione che possono provocare. Spesso
una stessa conseguenza pud essere causata da mutageni diversi (anche per natura),

anche se generalmente i meccanismi con cui essi hanno agito sono profondamente

diversi.

Un'importante differenza tra mutageni fisici e chimici & che i primi agiscono

indipendentemente dall'organismo; i mutageni chimici invece possono avere effetti

diversi in funzione del sistema biologico. Mentre una radiazione, infatti, colpisce

direttamente il materiale genetico, un composto chimico pué interagire con altre

molecole (enzimi, metaboliti, specie reattive...) presenti nella cellula che ne possono

variare le caratteristiche.

radiazioni UV-B producono sul DNA una serie di fotoprodotti che .
determinano distorsione della doppia elica, soprattutto dimeri di pirimidine
(danno diretto).Si rende cosi impossibile lo stesso processo di appaiamento;
radiazioni UV-A producono essenzialmente radicali liberi (danno indiretto)
radiazioni ionizzanti possono provocare rotture del legame fosfodiesterico

su uno o entrambi i filamenti del DNA; radiazioni ionizzanti di basso livello

Esempio di agenti fisici:
radiazioni ultraviolette provenienti dal sole (UVA 315-400 nm - UVB 280-315 nm e

particolare pericolosita;

+ elevate temperature

possono indurre danni irreparabili al DNA che causano invecchiamento
precoce e cancro (causando errori nella replicazione e nella trascrizione
necessari per la neoplasia o che possono scatenare un interazione virale)
temperature elevate aumentano la velocita di depurinazione e rotture a

singolo filamento del DNA

DIMERI DI PIRIMIDINE:

A 600m 200000 fotoprodotti

Figura 13.17
elettromagnetico.

750 nm
Rosso
Giallo

UVC 100-280 nm) tra questi si pensa che gli UVB siano i pill pericolosi anche se a

causa dell'assottigliamento dell'ozono anche i raggi UVC hanno dimostrato

radiazioni ionizzanti presenti nei raggi cosmici (raggi-gamma), o generate da

prodotti radioattivi naturali o da tecnologie utilizzate nella pratica medica (raggi-X);

Luce visibile

Verde
380 nm

[

Roggl | Raeel

Onde radio I Microonde
S e e L

10°m 10%m
(Im}

Lo spettro b

10° nm
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Radiazione ionizzante.

k
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|
Livello energetico P alto

TIPI di DANNO: Esempio di agenti chimici:
+ i mutageni chimici possono causare una gran varieta di lesioni e addottial  « mutageni chimici prodotti dall'uomo: una serie di composti chimici utilizzati
DNA

Si distinguono i danni per mutazioni indotte in:

Deaminazione, ossidazione ed alchilazione delle basi

Sostituzione delle basi attraverso i cosiddetti analoghi delle basi, molecole che vengono
scambiate per le basi azotate del DNA, ma che si appaiano diversamente (e quindi in modo
errato). Ad esempio un analogo della adenina & la 2-ammino purina (2-AP); questa
molecola sara usata dalla DNA polimerasi al posto di quella corretta ma, se viene protonata, .
si appaiera con la citosina e non con la timina come avrebbe dovuto.

Aggiunta di gruppi sostituenti alle basi azotate-formazione di addotti col DNA: anche in
questo caso la nuova molecola provochera una mutazione per appaiamento errato. Ad
esempio la nitrosoguanina (NG) aggiunge un gruppo metilico e I'etiimetanosulfonato (EMS)
aggiunge gruppi etilici.

Inserzione o delezioni di basi: causate in particolare da agenti intercalanti, come la

in lavorazioni industriali (cloruro di vinile), presenti nei fumi di combustione

(idrocarburi policiclici aromatici, quali il benzopirene), nella fuliggine e nel

catrame o anche in componenti della nostra dieta quotidiana

alcune tossine vegetali
chemioterapia

infezioni virali

ALCHILAZIONE DEL DNA:

i (a) Citesina Timina (b)
proflavina. " i benzollpiene Addetto benzoalpirene-guanina
H < NH H. 0 0, N
e i y
DEAMINAZIONE DA ACIDO NTROSO: "YN NN AN
o 0 bamm
H
H i H Adenina Guanina Iy
Ha e N=n W 2y N, H “ Ho ‘
Lc H HNO, u nll 4 G{N’ i S C{N’ ; e 7 oS,
- \H/ ,-\ﬂ/\H/ o ‘Q/j o _(]5)\ oH
o o I N N N N N NH,
Citosina Uracile A ‘ >
=, N
N C] Mostarda azotata indicati gli S bl
Adenina (mecloretaming) (a) sono indicati gli atomi piul suscettibili
Cl—CHy—Cty ad alchilazione
ooy N—CH, (b) il benzo[a]pirene & ossidrilato nel
N‘ )\ ; Cl—CH,—CH, fegato in una forma reattiva (un
P o . . .

LN aH " c epossido) che alchila le basi

N N
W N

o
i

4 H

o, //N Sy \D(

LYS DS
N

Ipoxantina

Y
N Sy

I
N N

" Adenina

CHy

o o
H Rt NH
IO SIRG )

H,N \M N N N/ NH,

nucleotidiche; qui & mostratoiil
prodotto di questa reazione con la
guanina

(c) la mostarda-azzotata forma cross-
link tra 2 residui



Analoghi delle basi:
Gli effetti mutageni

del 5romouracile.

a) Quando il 5bromouracile (BU) e presente nella sua forma enolicameno frequente (arancio) durante la
fase di incorporazione del DNA, introdice transizioni G&EA:T.

b) Quando il 5bromouracile viene incorporato nel DNA nella sua forma chetonica piu frequente (azzurro) €
si trasforma nella sua forma enolica durante una i@icazione successiva, induce transizione A4, G:C.
Quindi, il 5-bromouracile pud indurre transizioni in entrambe le direzioni A:T=G:C

Effemo della forma enolica
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15 anelli aromatici benzenici del
benzo(a)pirene.

IL benzopirene & un agente mutageno presente nel fumo di tabacco. In quest'immagine
€ riportato un addotto al DNA generato dalla molecola

dimeri di timina

deaminaziong

alchilazione

modificazions
chimica delle basi

idrossilaziong

intercalazione

rotture di uno o
entrambi i filamenti

legami crociati intra-o
interfilamenti




