DNA e CROMOSOMI

Come il DNA si replica, si ripara e
ricombina



cellula cellula che non si sta
in divisione dividendo
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elementi costitutivi del DNA filamento di DNA
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Nel 1928 venne dimostrato che il DNA e il materiale

topo cui si iniettano il topo si ammala
batteri del ceppo S e muore

ceppo R
di Streptococcus

pneumoniae

topo cui si iniettano il topo vive
batteri del ceppo R

ceppo S ucciso topo cui si inietta il topo vive
con il calore il ceppo S ucciso

topo cui si inietta il topo si ammala  ceppo S vivo isolato topo cui si inietta il topo si ammala
‘ la miscela & muore dal topo malato il ceppo S & muore
l | isolato dal topo malato

ceppo S ucciso
con il calore



Alcune proprieta dei batteri S morti possono trasformare i batteri vivi R
cosi che essi producano il polisaccaride capsulare e diventino virulenti

PRINCIPIO TRASFORMANTE
Avery, MaclLeod, McCarty

cellule di ceppo S
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frazionamento
dell’estratto acellulare
in classi molecolari

\l \J \J \j
RNA proteine @ lipidi  carboidrati

molecole saggiate per potere trasformante su cellule R
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ceppoR ceppoR ceppoS <ceppoR ceppoR

CONCLUSIONE: la classe
di molecole che porta
I'informazione ereditabile & il DNA.



Nel 1952 venne dimostrato che il DNA e il materiale

genetico dei virus (Hershey e Chase)
(In alcuni virus il materiale genetico € I’ RNA)

®) virus ©) DNA marcato * ’ O

con 32p
<P ()
materiale genetico: @
cellula proteina o DNA? \@:
diE. col ‘0‘ CENTRIFUGA
—— — -
proteina marcata ‘é : w
con 358 v \/
virus liberi di involucri virali separati cellule infettate
infettare E. coli dalle cellule infettate contenenti 32P
ma non 38S

Quando il DNA e i componenti proteici dei batteriofagi sono marcati con
isotopi radioattivi diversi, soltanto il DNA e trasmesso alla progenie
fagica prodotta infettando dei batteri

Esperimenti di trasfezione (equivalente negli eucarioti della
trasformazione batterica) hanno dimostrato che il DNA ¢ il materiale
genetico anche delle cellule animali



Probabili ragioni per cui il nucleo avrebbe fatto la sua
comparsa

eterocromatina periferica

DNA e proteine
associate (cromatina)
involucro \ \& | S
— nucleare —— s \\ \
il \.
. ”/ —s -\.‘«_\ \\ \ nucleolo
4~ nucleolo fer SR .
reticolo ‘l
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filamenti ‘ % <
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L | | : lamina nucleare
ZHm Tum membrana esterna :| involucro
A) B) membrana interna nucleare

- per proteggere le lunghe e fragili molecole di DNA da urti meccanici
- per mantenere separate spazialmente e temporalmente trascrizione e
traduzione
- perché il meccanismo dello splicing non venga disturbato dai ribosomi
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fuso

membrana nucleare mitotico
. — <
ESPRESSIONE MITOSI DIVISIONE
GENICAE CELLULARE
REPLICAZIONE
CROMOSOMICA
cromosoma cromosoma
interfasico mitotico

INTERFASE FASE M INTERFASE



| tre elementi della sequenza di DNA necessari a produrre

un cromosoma eucariotico stabile
INTERFASE MITOSI

telomero

origine
di replicazione

centromero
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cromosoma  tratto
duplicato di fuso mitotico
(2 cromatidi, quattro
filamenti uniti

per il centromero)

INTERFASE
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cromosoma
duplicato
sdoppiato in due
cellule figlie




Quantita di DNA presente in un genoma aploide

micoplasma E. coli
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numero di coppie nucleotidiche per genoma aploide



Un gene e un’unita funzionale complessa che serve a
realizzare la produzione regolata di una molecola di RNA

gene A

gene B

trasferimento di informazione
espressione genica

gene C
[

doppia
elica di
DNA

proteina A proteina B proteina C

CCCTETGOAGE CACACCCTAGGEITGGICA
ATCTACTCCCABGASCAGGEAGCOUACGAS
CCAFGECIGEECATAMANCTCAGGGOAGRG
CCATCTATTGCTTACATTTGCTTCTGACAS
ARCTCTCITCACTAGCAACTCARACAGACH
TGETGCACCTGACTCCTGAGCAGARGT
CCTTACTGCCCTGTEEGGCARGETGA
GTGGATCARGTTGG TGS TGAGECCCTGS
GCAGGT TEGTATCARGGTTACARGACAGGT
TTRAGSAGRCCAATAGAARCTGEGCATGTG
GAGACAGARGARAGACTCTTOGGT TTCTGATA
GGCACTGACTCTCTUTGCC TAT TGS TCTAT
TTICCCACCCTTAGGETGE TGETGGTCTAC
CCTTEGACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTT
GGEGGATCTGTCCACTOCTEATGETGT TATG
GECARCCCTARGETGARGECTCATGGCAAG
ARRGTGCTCGETECCTTTAGTGATGGUCTG
GCTCACCTGGEACARCC TCAAGGGCACCTTT
GLCACACTGAGTGAGCTGCACTGTGACAAG
CIGCACGTGEATCCTRAGAACTTCAGSCTS
AGTCTATGGGACCCTTGATGT

AGAATGGGAARCAGADGARTGATTGCATCA
GTGTECARGTC TCAGGATCGTT TTAGTTTC
TTTTALT G TGTTCATARCARTTGTITTC
TUTIGITTARTTCTTGCTTTCTTITTITTT
CTTCTCOGCARTTTTTACTATTATACTTAR
TGECCTTARCATTETGIATARCARRAGGAAR
TATCTCTGAGATACATTAAGTARCT TARAA
AANAACTTTACACAGTCTGCC TAGTACATT
ACTATTTGGANTATATGTGTGCTTATTTGE
ATATTCATARTITCCCTACTTTATTTICTT
TTATTTTTAATTGATACATAATCATINTAC
ATRTTTATGGGTTAARGTCTAATGTTTTAN
TATGTGTACACATAT T GACCARRTCAGHET
GLARTTITARRBAATGCT

TICTTTTRATATACTTTTTTGTTIATC
TTATTTCTAATACTTTCCCTAATCTCTTTC
TTTCAGGGCARTARTGATACARTGTATCAT
GCCTCTTTGCACCATTC TARAGRATARCAG
TERTAAT TTCTGEGTIRRGGCARTAGCAAT
ATTTCTGCATATARATATTTCTGCATATAR
ATTETAACTEATETARGAGGTTTCATATTG

CTARTCATGTTCATACCTCTTATC TTCCT
GRS EEGCAACGTCOTSETCTG
TETGCTESCCIATCACTTTGECARAGAATT
CACCCCACCAGTGCAGGCTGCCTATCAGRA
hGIGETGEECTEETGTOGCTARTGCCCTEES
CCRCARGIATCACTARGCTCGCTTTCTTES
TEICCAARTTTCTATTAAAGGTTCCTTTGTT
R (GATR
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GGCCTTGAGCATCTGGATICTG
COTAATAMAAAACATTTATTTTCATTGCAR
TEATETATTTAMTTATTTCTGAATATTTT
ACTAANMAGECAATGTGGERCGGTCAGTGNR
TTTAARACATRAMGAARTGATGAGCTGTTC
AARCCTTEGGRARATACACTATATCTTARR
CTCCATGINGARGGTGAGGCTECANICRG
CTRAATGCRCATTGGCARCAGCICCTGATG
CTATGCCTTATTCATOOC T CAGAARAGGAT




0,34 nm

solco
secondario

solco
principale

| cromosomi contengono
proteine legate a specifiche
sequenze del DNA

La geometria dell’elica di
DNA dipende dalla sequenza
nucleotidica (la struttura piu
stabile e la forma B,
elicoidale destrorsa; la forma
A e un’altra elica destrorsa; la
forma Z e una doppia elica
sinistrorsa

Le proteine sono in grado di
avvolgere il DNA in spire
strette: NUCLEOSOMI

Gli ISTONI, le proteine non
istoniche ed il DNA nucleare
costituiscono la CROMATINA






DNA

di connessione

cromatina
a “filo di perline”

DIGESTIONE
CON NUCLEASI

DEL DNA

DI CONNESSIONE

DISSOCIAZIONE
CON ALTE
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nucleosomica
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corpo istonico
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nucleosoma che
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un tratto di DNA

lungo = 200
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DNA a doppia elica
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breve tratto di DNA
a doppia elica

cromatina strutturata
a «collana di perline»

nucleosomi accorpati
in fibra cromatinica
da 30 nm

tratto cromosomico
disteso

tratto di cromosoma
condensato

cromosoma
mitotico
intero
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700 nm

entromere
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RISULTATO NETTO: OGNI MOLECOLA DI DNA RISULTA STIPATA IN UN CROMOSOMA
MITOTICO 10000 VOLTE PIU CORTO DI QUANDO E DISTESO









Rappresentazione schematica di cariotipo umano
Bande G, qui scure, ricche in A-T; bande R, qui bianche, ricche in G-C

| geni sono contenuti sia nelle
bande G che nelle bande R

La cromatina si addensa
meno nelle regioni
interessate alla trascrizione
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La cromatina e costituita da
EUCROMATINA, non
particolarmente addensata,
ed ETEROCROMATINA, molto
addensata e inattiva dal
punto di vista della
trscrizione

50 milioni di coppie
nucleotidiche di DNA

§1 uwm



cellula di embrione precoce
XP Xm

CONDENSAZIONE
DI UN CROMOSOMA X SCELTO A CASO

P Xim
eterocromatina @ eterocromatina

EREDITA DIRETTA DELLO STATO DI CONDENSAZIONE DEL CROMOSOMA

I I I I
EREDITA DIRETTA DELLO STATO DI CONDENSAZIONE DEL CROMOSOMA

AN AN

in questo clone ¢ attivo solo Xy, in questo clone é attivo solo X,



Replicazione del DNA
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L'allungamento della catena avviene sempre in direzione

5 -3

5¢¢¢¢¢<3

111

1T

1L

1T

111

gy%
S Fg

32 Q @ @ @ @ Q@ @ Q Q@ OF




Il meccanismo di replicazione e semiconservativo, infatti
ogni filamento funge da stampo per la formazione di un
intero nuovo filamento. Ciascuna cellula figlia eredita una
doppia elica contenente un filamento vecchio e uno
nuovo.

filamento F stampo

5_0Q © 9 Q Q O O O O (3

fllamento F 3' 5'
Q © O O O filamento F' nuovo

H H H H EREEE H

fllamento F 5' 3!
doppia elica di DNA parentale \

32 Q Q@ @ QO Q Q QO Q O OF

filamento F' stampo
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DNA extracted and centrifuged
to equilibrium in CsCl

density gradient

2

(a)
Heavy

DNA (15N} -

-
Hybrid DNA

(b) “(15N/14N) —

b 4

P

Light | |
DNA (14N)

(¢) Hybrid DNA—:

{}t'igillﬁl parent
molecule

5%

First-generation
daughter molecules

S8

Second-generation
daughter molecules

Esperimento di Meselson-Stahl

a) Cellule coltivate per varie generazioni
in un terreno contenente solo N pesante
(15N). per cui. dopo centrifugazione per
gradiente di densita. si ottiene una sola
banda (blu) di DNA

b) Cellule coltivate in 1N sono trasferite
in un terreno contenente solo N leggero
(“N). Dopo centrifugazione, la banda di
DNA (viola) sedimenta in una zona piu
alta della precedente essendo un ibrido
{151{;‘141{)

¢) Continuando la replicazione per un’altra
generazione, si producono due DNA ibridi
bande di DNA (banda viola) e due DNA
leggeri (banda rossa)

Questo esperimento conferma 1" ipotesi
della replicazione semiconservativa, in
base alla quale durante la replicazione le
nuove molecole di DNA sono formate da
un filamento parentale ed uno
neosintetizzato



origine DNA

di replicazione a doppia
5 | | elica 3
3 5
doppia elica aperta
con l'aiuto

di proteine iniziatrici

5 3
3I 5I

DNA stampo a filamento singolo,
pronto per la sintesi di DNA



Si ritiene che una forcella replicativa si arresti solo quando si
imbatte in un’altra in movimento in senso opposto oppure quando
raggiunge l'estremita del cromosoma

/— origini di replicazione
1
direzione del movimento
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filamento
di nuova
sintesi

filamento
stampo

T 9
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pirofosfato

deossiribonucleoside trifosfato in arrivo




g o doppia elica parentale
di DNA

filamenti 3!
di nuova sintesi 5'

5! * 3'

3! #
senso di avanzamento
della forcella replicativa




Sintetizzandosi entrambi i filamenti figli in direzione 5" — 3’, il DNA
sintetizzato sul filamento lento deve essere costruito inizialmente
sotto forma di una serie di brevi molecole dette
FRAMMENTI DI OKAZAKI

Leading
strand

wn

Direction of movement 3'
of replication fork

&N

Okazaki ————
fragments | 5 3

3’ Lagging
5 strand



- direzione di spostamento della forcella replicativa -

l stampo del filamento lento
stampo del filamento guida per la forcella destra

per la forcella sinistra
- < /

A

DNA sintetizzato
per ultimo

/

stampo del filamento lento

oer la forcella sinistra stampo del filamento guida
per la forcella destra



DNA polimerasi

iemee  Per essere altamente fedele, la duplicazione del

'QHOHOHQHQHQHQ gt'a/f’n;‘p: DNA esige un meccanismo di
o o o o T O “CORREZIONE DELLE BOZZE”

LA POLIMERASI AGGIUNGE
UN NUCLEQOTIDE ERRATO

5¢_Q@_ O ©

IL NUCLEOTIDE

IN APPAIAMENTO SCORRETTO
VIENE RIMOSSO PER

ATTIVITA AUTOCORRETTIVA

IN DIREZIONE 3'-+5'

P00 0 0 0O <3 {uim

HHHHHHI‘II‘IHI‘I

32 Q Q0 9 9 0 9 Q Q @ 05

L'ESTREMITA 3'

IN APPAIAMENTO CORRETTO
PERMETTE L’AGGIUNTA

DEL NUCLEOTIDE SUCCESSIVO

5_Q 0 © O O O (g

AAA RGN

32 0 0 Q0 Q0 0 0 Q O Q 05

LA SINTESI PROCEDE
IN DIREZIONE 5' -3



“dita”

La DNA polimerasi possiede sia un sito che catalizza la
polimerizzazione (ATTIVITA’ POLIMERASICA 5’ — 3’) sia un sito
catalitico che recide qualunque residuo spaiato terminale (ATTIVITA’
ESONUCLEASICA 3’ — 5’ / Proofreading activity)

deossiribonucleoside
trifosfato in arrivo

“pollice”

filamento

filamento
innesco

“palmo”

®)

filamento
Y innesco

| filamento
/ stampo

ATTIVITA AUTOCORRETTIVA

ATTIVITA POLIMERIZZANTE



La DNA polimerasi esige un filamento innesco (primer) alla cui
estremita 3’-OH sommera altri nucleotidi. La DNA PRIMASI crea dei
brevi inneschi di RNA, che poi verranno rimossi

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

lento dando inizio a un frammento
di Okazaki nuovo

3 _5'3'_ 5'
5I

filamento l il nuovo innesco a RNA

3I
la DNA polimerasi
completa
il frammento di DNA
3' I e St
5' 3
il vecchio innesco
a BNA viene eliminato
e sostituito da DNA
3' I . 5!
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'



Allungamento

Proteina iniziatrice: si lega a siti specifici del punto di origine della
duplicazione

Elicasi: scorre Iungo il fllamen
svolgimento (usa I'energ i

Primasi: sintetizza i primer di RNA

Proteine destabilizzatrici dell’elica: si legano al DNA a singola elica

mantenendone la conformazione non avvolta
Morsetto scorrevole: mantiene la DNA polimerasi salda allo stampo

DNA polimerasi: nel batterio la Il si occupa dell’allungamento, la |
di riempire delle lacune e rimuovere gli inneschi; negli eucarioti
la a ha attivita primasica e polimerasica; la 6 estende i primer, e
probabilmente responsabile dell’allungamento sia del filamento
lento che di quello veloce, ha attivita proofreading; la € puo
prendere il posto della 6 ad esempio nella riparazione del DNA

Ligasi: sutura del DNA
Topoisomerasi: scinde il DNA nei punti di superavvolgimento

legandovisi covalentemente in maniera reversibile
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Movimento della forcella 1

di replicazione Elicasi

. Proteine che legano DNA
a singolo filamento
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Topoisomerasi

"3

%,

Svolgimento del
DNA parentale

Attorcigliamento

dei filamenti di DNA
davanti alla forcella
di replicazione

Il taglio transiente
serve da perno

per permettere

la libera rotazione
dei filamenti di DNA



filamento guida

\- che fa da stam
po
/\- J,
)- ’\ morsetto scorrevole
’\- DNA polimerasi

filamento di huova sintesi ’\"\_ sul filamento guida

doppia elica
di DNA parentale
il successivo frammento
di Okazaki comincera qui
innesco a RNA DNA elicasi .
) ) DNA pri . | primosoma
nuovo frammento di Okazaki / primasi

: proteine associate

filamento lento al filamento singolo

. che fa da stampo
.\;\' caricatore del morsetto

DNA polimerasi sul filamento lento
(che sta completando un frammento di Okazaki)

filamento filamento
guida che di nuova
fa dastampo sintesi

doppia elica
parentale di DNA

filamento lento

\_ /\./ che fa da stampo
-

filamento
nuovo frammento di nuova
di Okazaki sintesi

¥
Filamiznlo [l

lenito

5

DIMA igasi
DHA Palimarnsai a \

Frammenio oi Ckazak

pe
Filamento

guida
"
DM Pokmerasi f

Elicasi
Proteine 556




— — filamento stampo |

5’| | o N W3
—]ZIZIS’
filamento lento iNNEesCco
di nuova formazione
: a RNA
ancora incompleto
5’| R EEEEEEEEEEENE
3’ N T T | 5
la telomerasi prolunga
il filamento stampo
con ripetizioni addizionali

5 EEEEEEEEEEEEE B K
3’_:Emm1:E5’

la sintesi di DNA a partire
RIPARAZIONE DEL DNA da un innesco a RNA completa
il filamento lento
5 R EREEEREEREEREERERERERE Y

3’ N W W W Y

estremita cromosomica replicata



Restauro del DNA

Le sequenze di DNA si conservano con fedelta altissima (si e
stimata una velocita di mutazione pari a 1 mutazione ogni
200.000 anni)

La maggior parte delle mutazioni a carico delle proteine sono
deleterie e vengono eliminate per selezione naturale

Una bassa velocita di mutazione e indispensabile; le cellule
germinali vanno protette da un elevato tasso di mutazione per la
conservazione delle specie; le cellule somatiche per la
salvaguardia dell’individuo (es. cancro)

Diversi organismi non differiscono tanto per la sequenza quanto
per I'espressione genica



filamento singolo di un gene 180
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Correttore di appaiamento del DNA
la cellula corregge gli errori che fa durante la replicazione del DNA

mutato
fil t QR Q QO Q Q
di nuova OO WO
"
\ Py (] (] () (] @
Q. Q Q G icl
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M |§| |_| direplicazione
5000 5.0 del DNA
) o ® ( ] ®
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2 Q0 Q0 QO 0 ©
invariato
(A)
NESSUNA CORREZIONE

mutato
filamento Q. Q Q Q Q ¢
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TAGLIO E RIPARAZIONE
DEL FILAMENTO STAMPO
(PARENTALE O VECCHIO) SOLTANTO
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TAGLIO E RIPARAZIONE DEL FILAMENTO
DI NUOVA SINTESI SOLTANTO



taglio

BCCOPPIAMENIO sy un solo flamento Le proteine correttrici di
del DNA filamento i bNA appaiamento rimediano agli

(nick) /
_l';\ errori occorsi durante la

\ o
LEGAME TRA DNA filamento replicazione del DNA
E PROTEINE vecchio di DNA
CORRETTRICI DI
APPAIAMENTO |

(/LN
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Il DNA subisce ampi mutamenti a causa di

fluttuazioni termiche

Danneggiamento spontaneo del DNA
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Danneggiamento del DNA indotto da
radiazioni e agenti chimici

(A) Esposizione a luce UV
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(B} Alchilazione
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(C) Reazione con carcinogeno
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Aggiunta di un gruppo ingombrante

- Nucleasi di restauro del DNA: idrolizzano i legami fosfodiesterici creando
una lacuna nell’elica

- DNA polimerasi: colma la lacuna basandosi sul filamento stampo

- DNA ligasi: salda l'incisione sul filamento completando il restauro

-I diversi tipi di danno vengono riconosciuti da enzimi differenti:
AP-ENDONUCLEASI per le depurinazioni; DNA-GLICOSILASI per ciascun tipo di
base alterata

- Vi e poi un grande complesso enzimatico per il restauro di LESIONI MASSICCE



Se non riparate le modificazioni chimiche dei nucleotidi danno
origine a mutazioni
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La struttura e le
caratteristiche chimiche del
DNA, ne facilitano il
restauro?

Le basi che si generano per
deamminazione sono
riconoscibili in quanto
innaturali

Il restauro e accurato grazie
al fatto che l'informazione e

Un polipo del colon visto in colonscopia. N d u pl ICeé COpla
(David M. Martin, M.D./SPL /Photo Researchers, Inc.).



La ricombinazione del DNA
Ricombinazione omologa: scambio di informazione genetica ad

due dopple eliche di DNA omologo
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Il modello di H
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Giunzione di Holliday
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Ricombinazione sito specifica: avviene tra sequenze specifiche di

DNA, sequenze dissimili, di solito omologhe solo per un breve tratto
Svolge il suo ruolo principale nella disseminazione di tratti di DNA detti

elementi genetici mobili (~ 45% genoma umano)

Gli elementi genetici mobili codificano le molecole di cui hanno bisogno per

spostarsi

Nei batteri i piu frequenti sono i trasposoni a solo DNA, che si muovono
grazie a enzimi detti trasposasi
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Altri esempi importanti di ricombinazione sito specifica

Riarrangiamenti programmati di geni nei genomi:
I'esempio del SISTEMA IMMUNITARIO
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Riarrangiamento dei geni delle catene leggere delle

immunoglobuline
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