DNA e CROMOSOMI

Come il DNA si replica, si ripara e
ricombina



cellula cellula che non si sta
in divisione dividendo

10 um









elementi costitutivi del DNA filamento di DNA
fosfato

zucchero
+ o] —

zucchero- base
fosfato

nucleotide

doppio filamento di DNA
3I

=]
|

i

|
&l

ossatura
zucchero-fosfato

1

H T

\_'_I 3
coppie di basi unite
da legami idrogeno



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 iniettanc il topo vive
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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
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Alcune proprieta dei batteri S morti possono trasformare i batteri vivi R
cosi che essi producano il polisaccaride capsulare e diventino virulenti
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CONCLUSIONE: la classe
di molecole che porta
I'informazione ereditabile & il DNA.



Nel 1952 venne dimostrato che il DNA é il materiale

genetico dei virus (Hershey e Chase)
(In alcuni virus il materiale genetico € I’ RNA)
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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
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- 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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membrana nucleare mitotico
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| 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
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cellule figlie




Quantita di DNA presente in un genoma aploide

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

gene A gene B gene C
| | ] 1

doppia
elica di
DNA
trasferimento di informazione
espressione genica

proteina A proteina B proteina C

CECTETERRGCCAC RO TAGGEIGGECE
ATCTACTCCCAGGAGCAGGEAGCOUAGGAG
CORGEECTGEGCATANARGTCAZGGCAGAG
CCATCTATTGCTTACATTTIGCT TCTGACAC
ARCTCIGTTCACTAGCAACTCARACAGACH
CCATGGTGCACCTGACTCCTSAGCAGRAGT

GCAGGT TESTATCAAGGTTACRAGRCAGGT
TTAAGCAGRCCAATAGAAACTEGGCATGTE
GAGACAGAGARGACTCT TGOS T TTCTGATA
GGCACTGACTCTCTCTGCCTATTGETCTAT
TTTCCCACCOTTAGGUTGCTGOTRETCTAC
CCTTGEACCCAGAGGTTCTTTGAGTCCTTT
GGGGATCTGTCCACTCCTEATGCTGTTATG
GGCAACCCTARGGTGARGGCTCATSGCARS
ARAGTGCTCSGTGCCTT TAGTGATGGONTG
GCTCACCTGEACARCCTCRRGGGCRCCTTT
GUCACRCTGAGTGAGC TGCACTGTGACAAG
CIGCRACGTGGATCCTGRAGARC T TCAGECTS
AGTCTATGGGEACCCTTGATGTTITCTTICC
CCTICTTTTCTATGGTTAAGT TCATCTCAT
AGGANGGEGAGANGTAACRGOOTACASTTT
AGRATGGGRARCAGACGARTGATTSCATCA
GTGTECARGTCTCAGGATCGTT TTRAGTTTC
TTTTAL T TSCTGTTCATARCARTTSTTTITC
TTTIGITTRAATTCT TGCTTICTTTTTTTTT
CTTCTOCGCARTTTTTAC TATTATACTTAR
TGECTTARCATTGETGTAT AACARRAGGARR
TATCTCTGRGATACATTAAGTARCT TARAS
AARMACTTTACACAGTCTGOC TAGTACATT
ACTATTTGEANTATATCTGTGCTTATTTGE
ATATTCATAATCTCCCTACTTTATTTICTT
TTATTTTTRATTGATACATAATCATTA AL
ATATTTATGGGTTAARGTGTAATGTTTTAN
TATGTGTACATATATTGATCAAATCAGEGT
GLAATTTTARRRAATICT

TICTICTTTTAATATACTTTTTTGITTATC
TTATITCTAATACTTTCCCTAATCICTITC
TTTCAGGGCARTAATGATACARTGTATCAT
GCCTCTTTGCACCATTCTRABGRATARCAG
TERTART TTCTGEGT TRAAGGCAATAGCART
ATTTOTGCATATARATATTTCTGCRATATAR
ATIGTARCTEATETARGACGCTTTCATATTG

TETGCTGECCCATCACTTTCGCAAAGAATT
CACCCCACCAGTGCAGGCTGLCTATCAGRA
BGTGETGECTGETETGGC TAMTCCCCTEEC
CCARCARGTATCACTAAGCTCGCTTICTTEC
TGETICCARYTTCTATTARAGGTTCCTTTGTT

TTATGARAL TTGAGCATCTGGATTCTG
COTRATANMANACATTTATTTTCATTGCAA
TEATGTATTTARATTAT T TCTGAATATTTT
ACTAAAAAGGERAATGTCGGRGETCAGTGO
TTTARRACATRAAGAARTGATGAGCTGTTC
RARCCTTEGGAARATRCACTATATCTTARR
CTCCATGAMAGARGGTGAGGCTOCAMCAG
CUARTGCACATTGECARCAGECCCTGATGE
CTARTGCCTTATTCATCOCTCAGAARAGGRT




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 corpo istonico breve tratto di DNA /\4\//\’\//\’&//\'&//\\// 2_‘;1m
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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 wm



cellula di embrione precoce
XP Xm

CONDENSAZIONE
DI UN CROMOSOMA X SCELTO A CASO
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eterocromatina @ eterocromatina

EREDITA DIRETTA DELLO STATO DI CONDENSAZIONE DEL CROMOSOMA
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in questo clone & attivo solo X, in questo clone é attivo solo X,



Replicazione del DNA
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L'allungamento della catena avviene sempre in direzione
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filamento
di nuova
sintesi

filamento
stampo
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pirofosfato

deossiribonucleoside trifosfato in arrivo




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 QO Q O O QO QO (3

filamento F 3 5'
5' OHOHOHOHQHOHOHOHOHOH ¢3 filamento F' nuovo
3) 0O 0O O O O 0O O O O 05 filamento F nuovo
filamento F' 5' 3'
doppia elica di DNA parentale \
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filamento F' stampo




ICAZIONE

S BNVAVAVAN
2 AN
\Ar\/\/\/ \mr/\\//\\//\\/.
QNN 2RI Z\\W\\\«//
SN AV A AN
WA /A/\/\/\, AR
A%

AVAVAVA

REPLICAZIONE

/k REPLICAZIONE



DNA extracted and centrifuged
to equilibrium in CsCl

density gradient

2

(a)
Heavy

DNA (15N} -

Hybrid DNA

(b) (15N/14N) —

o

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 1°N 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
{15};;‘14}{)

¢) 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 ['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
% della forcella
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i - -
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forcelle replicative
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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

o

Direction of movement 3
of replication fork

=N

Okazaki — —
fragments | 53

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

QHQHOHQHQHQHS f’t'a/t’n;‘p: DNA esige un meccanismo di
R “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'
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L'ESTREMITA 3'

IN APPAIAMENTO CORRETTO
PERMETTE L’AGGIUNTA

DEL NUCLEOTIDE SUCCESSIVO
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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 qualungue residuo spaiato terminale (ATTIVITA’
ESONUCLEASICA 3’ — 5’ / Proofreading activity)

deossiribonucleoside
trifosfato in arrivo

“pollice”

filamento

filamento
innesco

“palmo”

®)

filamento
/ innesco

| filamento
/ stampo

ATTIVITA AUTOCORRETTIVA

ATTIVITA POLIMERIZZANTE
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nucleotide erroneamente
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terminale 5’ prodotto
se si imuove ® ® ® C
U ot

un nucleotide
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deossiribonucleoside
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LA REAZIONE NON PROCEDE,
MANCANDOC UN LEGAME
AD ALTA ENERGIA DA IDROLIZZARE
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nucleotide erroneamente

appaiato rimosso
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/—" PEXP]
k’ (PXP) deossiribonucleoside
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VIENE IDROLIZZATO UN LEGAME
AD ALTA ENERGIA, IL CHE RENDE
ENERGETICAMENTE POSSIBILE PROCEDERE
CON LA POLIMERIZZAZIONE



Allungamento

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

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 Ill si occupa dell’allungamento, la |
di riempire delle lacune e rimuovere gli inneschi; negli eucarioti
la o ha attivita primasica e polimerasica; la 6 estende i primer, €
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



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 P !
5 3
il vecchio innesco
a BNA viene eliminato
e sostituito da DNA
<y 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'
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. 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

fil rl\m ento lento al filamento singolo

o che fa da stampo DOfA primasi

..\;\' caricatore del morsetto ~ DNA bgasi
DNA Paimarssi a \

DNA polimerasi sul filamento lento ¥ \
(che sta completando un frammento di Okazaki) Filamenla I] H ;
lento y
.

Frammenio oi Okazak

v
’ Filamanto
filamento filamento quida J]'.
guida che di nuova ¥ e
fa da stampo  sintesi DINA Pabmerasi §
\ Elicasi
\ Progsine 556

doppia elica
parentale di DNA

filamento lento

\_ /\./ che fa da stampo
-

filamento
nuovo frammento di nuova
di Okazaki sintesi




— — filamento stampo |

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

5 IHEEEEEEEEEEEE N EY
3’_:Emm1:E5’

la sintesi di DNA a partire
RIPARAZIONE DEL DNA da un innesco a RNA completa
il filamento lento
5 IR EREEEEREEEEERENE K

3’ [ N N W W W W W Y

estremita cromosomica replicata



Accorciamento dei telomeri e telomerasi

(el (b) it La rimozione dell' RNA iniziatore
Takidna determina I'a-::cﬂr::iam-;,-nm dell
A / cromosoma dopo ogni ciclo di
3 replicazione. L'accorciamento dei
cromosomi finisce per portare alla

= = morte delia cellula.

e

Filamento figlio

DMA parentale

Telomerasi
/  RNA iniziatore
' £
., Un filamento di RNA
L R — nellenzima telomerasi
— agisce da stampo per
¢ il DMA, L'enzima aggiunge
la sequenza telomerica
— 3 all'estremita 3' del
4 4Emmm T bl
e a e
¢ E stata ripristinata la

lunghezza ariginaria del

K} DNA cromosomico. Si noti
< < \\ linterruzione nel sito da

dove & stato alontanato
l'iniziatore per la
| replicazione del DA,

Telomeri nellluomo: TTAGGG * 2500



RNA

della telomerasi

telomerasi



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
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Correttore di appaiamento del DNA
la cellula corregge gli errori che fa durante la replicazione del DNA
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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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(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



Riparazione per escissione nucleotidica
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Riparazione per escissione di base
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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 I'informazione e

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



Premio Nobel per la chimica alla scoperta dei meccanismi di riparazione del DNA

Aziz Sancar @ nato nel 1946 a Savur, in Turchia, ed e attualmente affiliato
all'Universita del North Carolina a Chapel Hill, Stati Uniti.

Nel 1978 riusci a clonare il gene del batterio Escherichia coli per la fotolitasi. Nel 1983
pubblico uno studio in cui ricostruiva tutti i passi essenziali della riparazione per escissione di
nucleotidi. Tra il 1984 e il 1989, dimostro che la fotolitasi e in grado di convertire I'energia
della luce in energia chimica, necessaria a innescare la rimozione dei dimeri di timina dal DNA.

Tomas Lindahl, nato a Stoccolma, in Svezia, nel 1938, e attualmente affiliato al
Francis Crick Institute di Hertfordshire, nel Regno Unito.

Dimostro che in un processo chiamato depurinazione i nucleotidi possono perdere in modo
spontaneo le basi azotate adenina e guanina e che nel DNA c'e un tasso relativamente elevato
di deaminazione della citosina, trasformandola in uracile. Scoperta di proteine del complesso
macchinario noto come riparazione per escissione di basi.

Paul Modrich, nato nel 1946, e affiliato attualmente all'Howard Hughes Medical
Institute, di Durham, in North Carolina, Stati Uniti.

Nel 1983 dimostro che un passaggio chiave della riparazione degli errori di appaiamento ¢ la
metilazione delle basi del DNA. Dimostro inoltre che il processo di riparazione dipende
dall'ATP e, nel 1989, ricostrui l'intero processo di riparazione in vitro, con la definizione di
molte delle molecole implicate. Negli anni duemila, infine, le ricerche di Modrich si sono

estese ai meccanismi di riparazione del DNA nelle cellule eucariote, con importanti risultati.



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

due dopp|e eliche di DNA omologo
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Ipotetici modelli di ricombinazione

Scelta della copia

Sintesi di nuovi DNA figli Scambio per copiare |"altro stampo parentale DMNA figli ricombinanti
I . ] .. |

3 . 5 _ | —
e — # R

Taglio e unione

DMNA parentali Taglio e unione incrociata DMNA ricombinanti

E’ stato poi dimostrato che il modello corretto era quello della rottura e
riunione
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Giunzione di Holliday

Giunzione di Holliday Giunzione di Holliday
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Gli enzimi coinvolti nella ricombinazione omologa
E. Coli

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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Trasposoni a solo DNA

Trasposone integrato nel sito donatore
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Trasposizione mediante intermedi di RNA
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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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