Replicazione del DNA



Polymerization: Exonuclease: = Exonuclease:

Polymerase

Molecular
Weight (daltons)

103,000
90,000

Core of 130,000,
27,500, and

10,000 subunits;
7 other subunits®

Molecules per Cell
(approximately)



[‘ La primasi forma un RNA iniziatore.)

Filamento RNA iniziatore Primasi RNA iniziatore
ritardato

La DNA polimerasi Il aggiunge nucleotidi
al nuovo frammento di Ckazaki soltanto
all'sstremita 3', continuando fino

a incontrare l'iniziatore sul frarmrmento

di Okazaki precedente,

5|

3‘

DNA polimerasi |

\

La DNA polimerasi | idrolizza I'BNA
iniziatore sostituendolo con DNA.

3 P 5
5' 3

DNA ligasi \
@ Quindi la DNA ligasi catalizza
la formazione del legame
fosfodiestere che infine unisce

i due frammeanti di Okazaki,

3 5'
5' 3

0



3 %’5 . /3 5
‘5->3 5'

direzione di spostamento della forcella replicativa

1 stampo del filamento lento
stampo del filamento guida per la forcella destra
per la forcella sinistra
\ - /
5' DNA sintetizzato 3
per ultimo
3' 5'

/ > —p \
stampo del filamento lento

oer la forcella sinistra stampo del filamento guida

per la forcella destra



Girasi Elicasi Origine Primasi
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Svolgimento

La primasi sintetizza brevi tratti nucleotidici di
RNA, fornendo un gruppo 3™-OH a cui la DNA
polimerasi pud aggiungere nucleotidi di DNA.

Filamento
guida
31 2 4 v o L 78
5' A’l s/} - «6 '
Svolgimento
Innesco per il

filamento ritardato

Filamento
guida

P — — < —— s —
SRR 57— (51— >
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tff—
Svolgimento
Filamento
ritardato

L —
Svolgimento

Sul filamento guida, su cui la replicazione &
continua, & necessario un innesco solamente
all'estremita 5 del filamento di nuova sintesi.

| Sintesi di DNA |

Innesco per il
filamento ritardato

S/ Y/

.—ﬁ
Svolgimento

Filamento
guida , : :
La sintesi del Sul filamento ritardato, su cui la
DNA continua replicazione & discontinua, ldeve
Filamento | €55€7€ 8enerato un nuovo innesco
l ritardato | @l1nizio di ogni frammento di Okazaki.

S/ BY/ N

._#
Svolgimento

—-_
Filamento
guida



la primasi
innesco sintetizza un nuovo
a RNA innesco a RNA

3' I 5 3 4 5

5 3
stampo del la DNA polimerasi allunga
filamento il nuovo innesco a RNA

lento dando inizio a un frammento

di Okazaki nuovo

3' _5'3'— 5
5I

3I
la DNA polimerasi
completa
il frammento di DNA
S' I s
5' 3'

il vecchio innesco
a BRNA viene eliminato
e sostituito da DNA

<y 3§ 3

5' 3'
ricucendo i punti di taglio,
la DNA ligasi unisce
il frammento di Okazaki nuovo
al resto della catena
in formazione

3' I 5t

5' 3'



Fase di Termine
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Replication fork 2 Origin  Replication fork 1/
©virtualtext www.€rgito.com :

Figure 13.7 Replication termini in
E. coli are located beyond the point
at which the replication forks
actually meet.
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= FiGura 4.10 “Figura 0 (theta), intermedio della replicazione del
cromosoma circolare di E. coli.



topoisomerase
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Filamenti di DNA  Origine della replicazione  Complesso

parentale (or) \ / di replicazione

(@) Il complesso di replicazione (b) 1 DNA si muove

si muove (‘D

7 N\ N
pa’

@)

\ /
di replicazione si muovono in direzioni sono fermi e il DNA scorre

_b.
Quando il DNA si replica, due complessi | complessi di replicazione
opposte allontanandosi dall’origine. attraverso essi.




Filamento “tardivo”

—
— —
- —————— —= \

Dimero della DNA
polimerasi |ll

Filamento “guida” 3

y

Filamento “tardivo”




su unita B DNA polimerasi Il

Stampo del filamento DNA parentale non replicato
in ritardo

N NGNS
A\ g

RMNA primer  Filamento in ritardo
#1

Stampo del filamento guida

3 W%%m

Filamento guida

Frammento di Okazaki

) crescente del filamento in ritardo

OOV

" 3 O

NN NINONINA

5

- ' RNA primer  RNA pnmer Folimerasi rilasciata dallo stampo
','_: | #2
x il %%%f\}@mm ;

Frammento di Okazaki completato L RMA primer #1 sara
sostituito con DNA dalla DNA

polimerasi [; le estremita saranno unite
(b) dalla DNA ligasi

BVNUNUNUNINGNUNUNININININING, . -+ NININONS

RNA primer

3I
RNA primer / 5
#3 Vecchio frammento

(c) di Okazaki



Replicazione del DNA

In Eucariotl



Eukaryotic ~ Numberof  Function

_ subunits _

Pol a 4 Primer synthesis during DNA
replication

Pol B 1 Base excision repair

Pol vy 3 Mitochondrial DNA replication
and repair

Pol & 2-3 DNA replication; nucleotide
and base excision repair

Pol e 4 DNA replication; nucleotide and

base excision repair

Pol 8 1 DNA repair of crosslinks

Pol 1 Translesion synthesis (TLS)

Pol A 1 Meiosis-associated DNA repair
Pol w 1 Somatic hypermutation

Pol k 1 TLS

Pol 7 1 Relatively accurate TLS past

cis-syn cyclobutane dimers
Pl x 1 TLS, somatic hypermutation
Rev1 1 TLS




Time Origins of reRIication units




Figure 9.9
Replicating DNA of Drosophila melanogaster. (a) Electron

micrograph showing replication units (replicons). (b) An interpre-
tation of the electron micrograph shown in (a).

a)

b)







DNA Pol o/
primase

RNA primer
synthesis by primase

DNA synthesis
by Pol o

sliding —
clamp




(@
Filamento figlio

DNA parentale

rLa rimozione dell’RNA iniziatore
determina 'accorciamento del
cromosoma dopo ogni ciclo di
replicazione. L'accorciamento dei
cromosomi finisce per portare alla
morte della cellula.

(Un filamento di RNA

—~— nell'enzima telomerasi

agisce da stampo per

il DNA. L'enzima aggiunge

la sequenza telomerica

all'estremita 3' del
(_cromosoma.

(b)
Telomeri
3 /
<</
Telomerasi
¢ / RNA iniziatore
T 3
4 <
3I
< < I

E stata ripristinata la
lunghezza originaria del
DNA cromosomico. Si noti
I'interruzione nel sitoc da
dove & stato allontanato
I'iniziatore per la

\replicazione del DNA.




is shown in a representative box. Note that the region of ssDNA at the 3’ end of the chromosome can

be hundreds of bases long.



— —— filamento stampo '
5] I FEEERFFES
3’—3:1] 5

l filamento lento innesco

di nuova formazione " pNA
ancora incompleto

5| BEEREEBEEEEEEEEEEENENE
I ) (5
la telomerasi prolunga
il filamento stampo
con ripetizioni addizionali

o'l Il EENEEDEDEEENEEEEREEENE K
8’_]213‘]]:.3:.]]3]:]]5’

la sintesi di DNA a partire
RIPARAZIONE DEL DNA da un innesco a RNA completa
il filamento lento
5 B EFEEPFEREEREREEREREID KK

S’/ W W W W W W W W WY

estremita cromosomica replicata



= Figura 4.18 a) “Gap” lasciato dalla rimozione
dell'innesco. b) La telomerasi estende il filamento
stampo. ¢) Il filamento allungato viene usato come
stampo. d) Rimozione del nuovo innesco.

Sequenze aggiunte dalla telomerasi

5 CGGGIICCGCII
a3y

A" e

"Gap" lasciato dalla rimozione dell'innesco
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LY

LS - r -.
Innesco DMA polimerasi

De Leo - Fasano - Ginelli "Gap" riempito
- Biologia e Genetica Il Ed.




= Figura 418 a) “Gap” lasciato dalla rimozione 3 —
dell’innesco. b) La telomerasi estende il filamento m
stampo. €) Il filamento allungato viene usato come 2h okt b b kgl
stampo. d) Rimozione del nuovo innesco. TRttt

5 CGGGIICCGCII .

. e

"Gap" lasciato dalla ;fmozione dell'innesco

Sequenze aggiunte dalla telomerasi ¢

-

YAV AV VaVAVAVAVAVAVAV A VTS cccc cccc
nkl
Innésco DNA polimerasi

5 oy

A" A

I /. | De Leo - Fasano - Ginelli "Gap" riempito




L'estremita 3' protrusiva
del DNA telomerico funge
da innesco

Telomerasi
(Trascrittasi
inversa + RNA)

L TIAGGGT TAGGG

Appaiamento 3 AALCCCAATCCC



5 -
TTAGGGTTAGGG

3 AATCCCAATCCC

2

Allungamento

5!
TTAGGGTTAGGG

3 AATCCCAATCCC
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Traslocazione



A loop seals the end of the chromosome

rOMoSoMeE ' ot @I ot




A.

2-20 kb ds [TTAGGG], 50-500 nt protrudenti in 3'
I —————————— A ————— 3'
- 5' . v - .
Ripetizioni Ripetizioni degenerate =" N
subtelomeriche della sequenza - S
TTAGGG - )

G-strand GGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTAGGGTTA 3
GC-strand CCCAATCCCAATC &'

t-loop

Lunghezza
variabile
del t-loop

D-loop

Invasione del DNA a doppia elica
da parte dell’'estremita sporgente in 3'



5 3
3' 5|
l Replicazione
i 3I
i I 5|
RINA
RNA +
D e 3!
3 5'
Rimozione dellRNA
l primer al &'
5 3
3 5'
D ——— 3'
3' | 5'
(a)

Filamento sporgente

(c)

Telomerasi RMNA

j Allungamento
o'
 CCCCAACCCCAACCC 5
 GGGGTTGGGGTTGGGGTTGGGGTTGE GGTT GGGGTTG
"'-..._________-_-_._.___,_...--"




+ FIGURA 6.28
Formazione dell’ansa T. Nelle fasi di interruzione dell’attivita telomerasica, i telomeri vengono protetti formando la

struttura (ansa T) mostrata in figura come schema (a sinistra) e come immagine ultrastrutturale (a destra). Attraverso
un ripiegamento del DNA telomerico, il suo estremo 3’ protrusivo spiazza il filamento identico di una unita ripetitiva a
monte e si appaia a quella complementare. || meccanismo descritto viene catalizzato dalla proteina TRF2. (Foto per

gentile concessione del Dr. Jack Giriffith.)
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Espressione Genica I:
la Trascrizione



replicazione del DNA
riparazione del DNA
ricombinazione genetica

( ) DNA

D R o - - 3'
3! l:..:l:l.l:l::l:::l.:S.

sintesi del’RNA
(trascrizione)

RNA
S EEE S O
|

sintesi delle proteine
(traduzione)

J’ PROTEINA

Ho NN AT K-GO~ COOH
N

amminoacidi




(A)  HOCH, O_ OH

H H
H H
OH OH
ribosio

si trova nell’acido
ribonucleico (RNA)

uracile

si trova nellRNA

HOCH, O._ OH

H H

H H
OH H

deossiribosio

si trova nell’acido
deossiribonucleico (DNA)

O
|

AN /C\

C NH
l |

H,;C

timina

si trova nel DNA
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5 3

ossatura zucchero-fosfato



estremita 5'
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(C) estremita 3'






Growing RNA strand DNA template strand

(o} o

Formation of
phosphodiester

bond \ _

Incoming ribonucleoside
triphosphate

5’— 3’ direction
of chain growth

RNA

Chain growth



(a)

Fattore sigma

(6]

o
p' p \

Core della RNA
polimerasi

Oloenzima della
RNA polimerasi

(b)




DNA duplex

RNA




DNA
Filamento

>3 non stampo Solitamente, il filamento non

RSI§IA 3’ -5’ @ _r / \/l stampo non viene trascritto.

L'RNA sintetizzato & complementare e
antiparallelo rispetto al filamento stampo. :

RNA

}DNA

w Nuovi nucleotidi sono aggiunti al gruppo
3’-OH delllRNA nascente, quindi la

trascrizione procede in direzione 5'—* 3",

Filamento stampo



trascritti di RNA

| DNA del cromosoma di E. coli l ‘ E
5 genea : gene d gene e 3

3' gene b genec genef geneg 5'

5000 coppie di nucleotidi



Tipi di RNA

*RNA messaggero MRNA
*RNA ribosomale rRNA
*RNA transfer tRNA

*RNA nucleari piccoli SNRNA (solo eucarioti)



