Il materiale genetico

I1 DNA



Funzioni del materiale genetico

* Fornire l'informazione per la
manifestazione dei caratteri fisici di
un organismo.

 Assicurare che, mediante la
replicazione e la divisione, il
patrimonio genetico dell'organismo
venga trasmesso in modo accurato da
una generazione all'altra



Materiale genetico = acidi nucleici

Caratteristiche del materiale genetico:

b) Diagramma schematico

*Molecola stabile e capace di contenere
informazione

*Si replica in modo accurato

*E capace di variare - variazione genetica
(mutazione, ricombinazione)

Nella maggior parte degli organismi il
materiale genetico e costituito da DNA a
doppia elica. Alcuni virus hanno come
materiale genetico DNA a singola elica e
altri RNA a doppia o singola elica.




Esperimento di Griffith con Pneumococcus (1928)
Avery e colleghi (1944)
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del topo morto dal tessuto batteri dal tessuto dal tessuto del topo morto

FIGURA 1.2 Esperimento di Griffith che dimostra la trasformazione batterica. Un topo resta sano se gli si iniettano cellule di S.
pneumoniae del ceppo non virulento R oppure frammenti di cellule del ceppo virulento S inattivate dal calore, ma la contempora-
nea presenza di cellule R e di cellule S, anche se inattivate dal calore, ne causa la morte per polmonite in seguito alla trasforma-
zione del ceppo non virulento in virulento.

Hartl - Jones
GENETICA Analisi di geni e genomi
EdiSES TS




Esperimento di Griffith con Pneumococcus (1928)
Avery e colleghi (1944)

(A) The transforming activity in S cells is not destroyed by heat
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Proteina

> Testa
(proteine

DNA e DNA)

> Coda
(solo
proteine)

(A) (B)

FIGURA 1.4 (A) Disegno che mostra le diverse componenti
del fago T2 di E. coli. Il DNA & confinato all'interno della
testa. (B) Micrografia al microscopio elettronico del fago T4,
uno stretto parente. [Fotografia al microscopio elettronico
cortesemente fornita da Robert Duda, Universita di
Pittsburgh].
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erimenti di Hershey e Chase (1952)

Infection with
nonradioactive
T2 phage

E. coli cells grown
‘l’ in 32Pcontaining
medium (labels DNA)

Phage reproduction;
cell lysis releases
DNA-labeled progeny
phage

DNA-labeled phage
used to infect
nonradioactive cells

After infection, part of phage
remaining attached to cells is
removed by violent agitation
in a kitchen blender

Infecting Infected cell

labeled DNA

Phage reproduction; cell lysis
releases progeny phage that
contain some *P-labeled DNA
from the parental phage DNA

(B)
Infection with
nonradioactive
T2 phage

E. coli cells grown
i' in 3S-containing
dlit (labels protein)

cell lysis releases
protein-labeled
progeny phage

Protein-labeled phage
used to infect
nonradioactive cells

After infection, part of phage
remaining attached to cells is
removed by violent agitation
in a kitchen blender

Infecting Infected cell

nonlabeled DNA

Phage reproduction; cell
lysis releases progeny
phage that contain almost
no *S-labeled protein



Watson and Crick (1953)
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Le Basi Azotate della molecola di DNA

Purines Pyrimidines

Adenine Guanine Thymine Cytosine
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Il gruppo fosfato




L'emi-elica (catena polinucleotidica)

(A) (B)




(A) (B)
Due legami idrogeno
attraggono AeT

SZamC C=C
C /4 N\
LAY |
N§C \C—N/
\ 4
v
Adenina Timina
(C) (D)

Tre legami idrogeno
attraggono G e C

=
C=N
gl
-
H
Guanina Citosina

FIGURA 2.6 |l normale appaiamento di basi nel DNA. Sulla sinistra, gli atomi legati mediante legame idrogeno (linee punteggiate)
sono mostrati in rosso. (A e B) Accoppiamento delle basi A-T. (C e D) Accoppiamento delle basi G-C. Nei modelli a spazio pieno
(B e D), icolori sono C, grigio; N, blu; O, rosso; e H (mostrato solo nelle basi), bianco. Ogni legame idrogeno & rappresentato come
un disco bianco schiacciato tra gli atomi che condividono I'atomo di idrogeno. Le figure esterne a bastoncello rappresentano gli
scheletri zucchero-fosfato che si avvolgono attorno alle coppie di basi impilate. [| modelli a spazio pieno rappresentati in B e D,
sono una gentile concessione di Antony M. Dean, University of Minnesotal.

] Hartl - Jones
GENETICA Analisi di geni e genomi
EdISES




La doppia elica
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Il legame Adenina-Timina

(A)

Two hydrogen
bonds attract A and T.
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Il Legame guanina-citosina

(C)
Three hydrogen
bonds attract G and C.
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Nota la sequenza di

complementare

un emi-elica e nota anche la

3 end

(terminates in

3" hydroxyl)
5 end OH
(terminates in
5’ phosphate)

Tees A :

Goeel”

5 end
(terminates in
5’ phosphate)

HO

3 end
(terminates in
3" hydroxyl)



Endonucleasi di restrizione

Short single-
stranded region —<
(“sticky end™)
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La struttura del DNA

La molecola presenta tre caratteristiche importanti:

1.le due catene sono complementari € antiparallele;
2. 1 legami tra nucleotidi in ciascuna catena sono legami

covalenti, mentre quelli che uniscono i filamenti appaiati

sono legami a idrogeno;
3. l'elica ha avvolgimento destrogiro che crea un solco

maggiore e un solco minore.




Le endonucleasi di restrizione permettono di tagliare 1l
DNA 1n framment1

Endonuclease DNA sequence Cleavage products
Y

GATCC G GATCC  -tick,"
ey CCTAGG ' CCTAG G  ends
GAATTC 6 AATTC  -sticky"
e CTTAAG ~ CTTAA G  ends
| AGCTT A AGCTT  rgicky"
—
e TTCGAA TTCGA A ends
Gece GG B
—
- CCGG cc GG ends
PstI CIGCAGE _, ECEGCA G “Sticky"
GACGTC G ACGTC ends
o CCCGGG _, CCC GGG punt

GGG‘OCC GGG cCC ends




Blunt and sticky ends Ly
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l BamHI l Pstl
o 6 SGATCC — — cTacad cpu—
CCTAG,, G G 3 ACGTC
The same sticky ends produced by different enzymes
5.:|:|:|:|:1: COATCC ! 5.:|:|:|:|:1: GATC e ’
3 COTAGG g 3 CTAG 5
1 BamHI 1 Sau3Al
G SGarce SGATC
mccm}&. g L mCTAGS. AR




FIGURA 2.8 Struttura della porzione dell'enzima di
restrizione BamH| che viene a contatto con il suo sito di
riconoscimento sul DNA (blu). | cilindri rosa e verde
rappresentano le regioni dell’enzima in cui la catena
amminoacidica é avvolta a forma di elica destrorsa.
[Riprodotta da T. Newman et al., Science 269 (1995):
656-663. Ristampata con il permesso dell’AAAS].
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[ frammenti derivati dal taglio della molecola di DNA con
endonucleasi di restrizone possono essere separati mediante

elettroforesi

Pozzetti per Bande (che saranno visibili
i camplom dopo opportuno trattamento)

Gel
Elettrodo / \ /\
LR AT\
~ /V., - A\ \
Soluzione e 8 ) \
tampone T — '
L Do —> LA
e ®

FIGURA 2.10 Apparato per gel elettroforesi. Il gel liquefatto &
posto a polimerizzare in uno stampo appropriato che
consente la formazione dei pozzetti. Dopo I'elettroforesi, i
campioni di DNA, che si trovano in posizione diversa nel gel,
sono resi visibili immergendo il gel in una soluzione conte-
nente un reagente che lega o che reagisce con il DNA. |
frammenti di un campione separati appaiono come bande
che possono essere colorate mediante un colorante visibile o
fluorescente. La regione del gel in cui migrano i frammenti di
un campione & detta corsia.
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Una volta separati per elettroforest 1 frammenti di DNA
possono essere colorati con intercalanti € visualizzati sul gel di
agarosio
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Banda del
frammento piu

grande (si muove
lentamente)

Direzione
di migrazione

Banda del
frammento piu
piccolo (si muove
velocemente)

FIGURA 2.11 Gel elettroforesi del DNA. Frammenti di DNA di
dimensioni diverse sono stati miscelati e caricati in un
pozzetto. L'elettroforesi & stata condotta verso il basso. || DNA
e reso visibile dall’'aggiunta di un colorante (bromuro di etidio)
che si lega al DNA ed emette fluorescenza quando viene ecci-
tato con luce ultravioletta a lunghezza d'onda corta.
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Relative light absorbence at 260 nm

Denaturazione del DNA
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I1 DNA pu0 essere denaturato ad alte temperature e
rinaturato abbassando la temperatura

(R)

Cooling allows strands
to come together

Base pairing cannot go
farther because sequences
are not complementary.

Random collision
brings I' and IT
together.

More base pairs can form
because the sequences
are complementary.




Replicazione del DNA

Il DNA ¢ in grado di

VYK coemwie  replicarsi
YA < YWXMX e Bsistevano diverse teorie
circa 1l metodo di
Y7\, YA duplicazione del DNA. I
WAMA v risultati sperimentali
dimostrarono che la
meeos duplicazione &
YA wieen  gemiconservativa.

di DNA vecchio e
neosintetizzato.



DNA extracted from
cells attime 0
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La replicazione del DNA

La replicazione del DNA richiede precise
condizioni e si svolge in due fasi:

1. separazione dei due filamenti del DNA
stampo grazie a specifici enzimi;

2. allungamento di ciascun filamento per
aggiunta di nucleotidi all’estremita 3’ grazie alla
DNA polimerasi.



Le forcelle di replicazione

Il complesso di duplicazione avvia la sintesi di DNA da un punto

specifico chiamato ori.
Da questo punto il DNA inizia a svolgersi in due forcelle di

replicazione distinte.

| complessi di
duplicazione sono
stazionari e il DNA
vi scorre attraverso.

(

Forcella &C}')

di duplicazione




La primasi inizia la replicazione
Su ciascuno dei due filamenti 'enzima primasi sintetizza un
breve primer complementare al filamento stampo.

1. La primasi si lega
al filamento stampo
e sintetizza un primer %~  Drimasi

DT

Primer di RNA

Filamento stampo




DNA polimerasi

Tutte le DNA polimerasi conosciute sintetizzano il nuovo filamento
in direzione 5'- 3' aggiungendo deossiribonucleotidi (ANTP) al
gruppo 3'-OH del deossiribosio del nucleotide precedente.
Nessuna DNA-polimerasi nota € in grado di iniziare la sintesi di un
filamento "da zero" (ex novo). Per questa ragione le DNA-
polimerasi necessitano di inneschi (in inglese "primers") a cui
aggiungere il primo nucleotide. Tali inneschi possono essere sia di
DNA sia di RNA. Durante la replicazione in vivo tali inneschi di
RNA sono forniti da una speciale RNA polimerasi detta primasi.

Questi inneschi verranno poi eliminati grazie ad alcuni tipi
particolari di RNAsi, enzimi capaci di degradare I'RNA. Sara poi
compito dell'enzima DNA ligasi legare I'estremita 3' del nuovo
tratto sintetizzato con I'estremita 5' del tratto di DNA precedente.



Una emielica funge da stampo per la sintesi
dell'emielica complementare

Template strand

—_—Base pairs
v oRERARNERERE: .
DNA polymerase e

: New strand
can add nucleotides - A

only to the 3’ end.

Direction of chain elongation




La polimerasi continua la sintesi

Primer di RNA

2. Quando il primer é
completo, la primasi si

stacca. La DNA polimerasi si
lega e sintetizza nuovo DNA.

-
DNA polimerasi

L'enzima DNA polimerasi

aggiunge nucleotidi all’estremita
3' del primer.



| filamenti si formano diversamente

La sintesi del filamento
veloce é continua.

Il filamento lento e sintetizzato sotto
forma di frammenti di Okazaki.

3'

S'WW%” ’%
Frammenti di Okazaki

La forcella di
replicazione
cresce.

>

La DNA polimerasi aggiunge
nucleotidi solo all’estremita 3'.
Dunque la duplicazione e
continua sul filamento veloce,
ma discontinua e procede a
ritroso sul filamento lento.



La replicazione del filamento lento

Primasi

Filamento
ritardato  primer di RNA

Primer
di RNA

5' 3
Stampo del
filamento -
ritardato 1. La primasi
forma un

primer di RNA.

2. La DNA polimerasi lll aggiunge
nucleotidi al nuovo frammento di
Okazaki solo all'estremita 3' fino a
incontrare il primer del frammento
di Okazaki precedente.

DNA polimerasi lll

Frammento di Okazaki

DNA polimerasi |
\ 3. La DNA polimerasi

| idrolizza il primere lo
rimpiazza con DNA.

Interruzione

DNA ligasi =
(aperta)

)

4. La DNA ligasi catalizza la
formazione di legami fosfodiestere
che alla fine uniscono i due
frammenti di Okazaki.

.
DNA ligasi
(chiusa)



Un filamento veloce, uno lento

Single-stranded Okazaki
region of fragments
replication fork

\ /7

‘ Leading strand

Lagging strand

-

Direction of movement
of replication fork

Replication fork



Una volta rotti i legami a

idrogeno tra le basi azotate

interviene la DNA elicasi,

che apre la doppia elica e

consente alla duplicazione DNA parentale

di continuare. / 3
~ (PN

3

4

La DNA polimerasi

Stampo del filamento allunga entrambi
veloce i filamenti.

\

Filamento veloce

Frammento Primer
Filamento lento di Okazaki aRNA

>
3 <=3 : : < A Proteine leganti il DNA a singolo
' , : filamento tengono separati i

filamenti stampo.

5

Stampo del
filamento -
lento DNA polimerasi

La primasi
sintetizza un primer.



L'aiuto offerto dallRNA per la sintesi del DNA

Deoxyribose Ribose Thymine Uracil



Gli Inneschi ad RNA

Procarioti: 1l

@) T primer (2-5

pQ i T nucleotidi) ad RNA
Q/ ) ¢ sintetizzato dalla
= c d on -

Primasi

Eucarioti: 1l primer

ad RNA ¢ di 12 nt
seguito da un oligo a

sl DNA per un totale

d1 35 nt prodotto

dalla polimerasi alfa

nel primosoma

Template

= -




Procarioti: polimerasi
di allungamento ¢ la
DNA polimerasi 111

Terminates in
5’ triphosphate DNA strand DNA

added onto
A A primer RNA primer p7lymerase I
A
o N

Template DNA strand



Filamento
stampo

Estremita 5"

-
-

e eee

Eucarioti: I’allungamento della
catena ¢ determinato dal

complesso della DNA
Polimerasi delta

o
(]

Appaiamento delle
basi scorretto

¢ / Estremita 3’ OH
Sito di idrolisi

P da attivita
esonucleasica
3’—5’(attivita

o

>
(1)
a )

o
]
Ll
°
>

di correzione
P di bozze)

DNA polimerasi III ¢ DNA
polimerasi delta hanno attivita
esonucleasica 3°/5’necessaria
per la correzione delle bozze.

o
(2]
.
.
.
(x]

o
(2]
.
.
[x]

o
=
.
.
-

B

Estremita 5

T
(@]

Estremita 3’
FIGURA 6.19 Lattivita esonucleasica 3'— 5’ della funzione di correzione delle

bozze. La catena crescente rilascia un nucleotide che contiene una G che non si
appaia correttamente con la A presente nel filamento stampo.
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(A Elongating DNA RNA primer DNA strand added

Template DNA strand

Procarioti
la DNA Polimerasi I B NextONA “@( ?ﬂ?fv::i,'izi‘?:m
ha attivita

esonucleasica 5°/3’

. y Released RNA
primer nuc leotides
(D) Newly synthesized
DNA replaces RNA Last bond made
primer. by DNA ligase




Il primer ad RNA del
(A) La DNA polimerasi delta| | precedente frammento
allunga il filamento del filamento lento

a monte viene raggiunto

Eucarioti: ¢ la
prOteina RPA ad B [Una proteina che lega il

DNA a singolo filamento -
(RPA) sposta 'RNA e una

eliminare gli piccola porzione di DNA
inneschi N

. RRRERARRRRARR

1l primer ad RNA e il DNA
tagliati vengono degradati

(C)
& v / da esonucleasi

La proteina RPA attira
una specifica endonucleasi
che taglia il frammento
spostato

La polimerasi delta prosegue

la sintesi e rimpiazza 'RNA

primer. L'ultimo legame &
Od w fatto dalla RNA ligasi

FIGURA 6.22 Sequenza delle fasi di eliminazione del’RNA primer e della giunzione dei frammenti precursori adiacenti negli
eucarioti.
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La replicazione del DNA: DNA polimerasi

Sia le cellule procariotiche che eucariotiche contengono
parecchie DNA polimerasi diverse che hanno ruoli distinti
nella replicazione e nella riparazione del DNA

ATTIVITA DELLE DNA

POLTMERAST PROCARIOTI EUCARIOTI

DNA polimerasi

principale (sia filamento | La DNA-pol ITI La DNA-pol d

lento che guida)

L'esonucleasi che rimuove La DNA-pol T Esonucleasi indpendenti

gli inneschi ad RNA

La polimerasi riparativa
che sostituisce l'innesco | La DNA-pol T La DNA-pol d
a RNA con DNA

Si trova in un complesso
con la primasi e con essa
sintetizza i primer

dalle polimerasi




DNA polimerasi e correzione delle bozze

Frequenza di errori
Esins Subunita proggr’:::ﬁng proa;;’e’;ding
E.coli DNA Pol | singola 10™ 5% 10~
E.coli DNA Pol Ill | multiple | 7 x 107° 5 x 1077
T4 DNA Pol singola 5x107° 10”7
T7 DNA Pol singola 107° 107
Trascrittasi Inversa | singola 10-5 -




Le DNA polimerasi hanno
attivita esonucleasica

L'enzima aggiunge
una base al filamento
in crescita

Se la nuova base é corretta
I’enzima si sposta in avanti

Se la nuova base i
non é corretta
viene idrolizzata ed espulsa



La sintesi del DNA

Topoisomerase nicks
and unwinds strands
to release mechanical
stress of unwinding,

RNA primase initiates
new strand synthesis.

Helicase

[N/

Topoisomerase

Helicase unwinds DNA
at the replication fork.

Single-strand
binding proteins
(SSB proteins)

DNA ligase joins
Okazaki [ragments
on lagging strand.

DNA polymerase

complex (contains Pol III) DNA ligase

RNA primase complex (primosome)

DNA polymerase complex
(contains Pol III)

SSE proteins bind and
stabilize single-stranded
DNA at replication fork.




