ORGANIZZAZIONE
FISICA ED
IMPACCHETTAMENTO
del DNA
EUCARIOTICO



Aspetti fondamentali di un genoma
EUCARIOTICO

o E’ LINEARE

e E’ fisicamente organizzato in una struttura:
NUCLEOSOMA (DNA-+istoni)
e che forma altre strutture piu complesse:

CROMOSOMA e CROMATINA

CROMATINA

|
Proteine + DNA

Proteine Basiche = ISTONI

Proteine non istoniche = regolatrici
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ETEROCROMATINA = stato condensato, non trascritto

° Costitutiva

° Facoltativa

EUCROMATINA = stato disperso, trascritto, replicato

La cromatina e soggetta a cambiamenti nel

corso del ciclo cellulare.

Cromosoma metafasico

Telomero

Centromero




Gli Istoni sono formati da regioni globulari e da regioni basiche

ricche di arginine e lisine
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Estremita aminoterminali e compattamento
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vista laterale




Code istoniche

H4

DNA Code Ottamero
N-terminali  istonico

Le code protrudono e interagiscono con nucleosomi adiacenti,
generando un piu alto grado di impacchettamento del DNA,
regolando ’accessibilita del DNA



Compattamento del DNA nel cromosoma
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| cromosomi mitotici sono formati
da due cromatidi fratelli tenuti
insieme da un centromero
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modificazione chimica reversibile delle code degli

istoni

Code
istoniche

Dm/

HCoppERca Amminoacidi

soggetti
a modificazione
chimica

o ACETILAZIONE E METILAZIONE DELLA LISINA
e FOSFORILAZIONE DELLA SERINA

REGOLANDO cosi L’ESPRESSIONE DEL. GENE




La lisina e la serina sono bersagli di modificazione
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Enzimi modificatori degli istoni

Histone modifier
Proteins

Lysine methyltransferases (KMT)
Lysine demethylases (KDM)
Protein arginine methyitransferases (PRMT)

Methylation

Histone acetyltransferases (HATs)

Acetylatlon Histone deacetylases (HDACs)

Protein kinases (PK)

Phosphorylation Protein Phosphatases (PP)

H1

H1 legato

H1 viene fosforilato e compatta cromatina



EFFETTI INDOTTI DALLA MODIFICAZIONE DEL CORE ISTONICO

Peffetto di queste modificazioni ¢ funzione sia del tipo di modificazione
sia della loro posizione

7. Cromosomi, cromatina e nucleosoma | 169
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liindotti dalla modificazione degli istoni. (a) Effetto sull'as- somico pit fortemente rispetto alle code acetilate. (b) Le code
gone fra il DNA ed il nucleosoma. Le code degli istoni non modificate degli istoni permettono il legame dei complessi per il
ficate e metilate sembra che possano legare il DNA nucleo- rimodellamento della cromatina.

acetilazione e metilazione determinano la riduzione delle cariche
positive delle code istoniche e questo riduce I’affinita delle code per
Pimpalcatura del DNA

Le code modificate diventano capaci di legarsi con alta affinita a
proteine che contengono domini strutturali chiamati
bromo/cromodomini. Ad es. proteine che contengono il bromodominio
posseggono attivita acetiltransferasica e agiscono proprio sulle code
istoniche, facilitando cosi il mantenimento e la creazione di cromatina
acetilata.



Proteina istonica DNA

N
Le code cariche positivamente
H1 delle proteine istoniche di un
nucleosoma interagiscono
verosimilmente con i fosfati

-.-_j‘\T) a carica negativa del DNA.

N

L acgtllazmng degli S i
istoni & associato alla ® positivamente

decondensazione della
cromatina
\ L'acetilazione delle code ne
indebolisce l'interazione con
il DNA e pud permettere ad
- |

alcuni fattori di trascrizione

H1
S ] ;
di legarsi a esso.
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Enzimi responsabili delle modificazioni degli istoni
Acetil transferasi (HAT): WRITERS
Deacetilasi (HDAC): ERASERS
Metil transferasi: WRITERS
Demetilasi: ERASERS

Fosforilazione istone H1 (su serinal/treonina): WRITERS




Codice istonico

Per codice istonico si intende l'insieme delle modificazioni che
subisce il nucleosoma sugli istoni (acetilazioni, metilazioni,
fosforilazioni) che vengono "lette" dal complesso lettore-scrittore
per:

e poter regolare lo stato della cromatina quindi regolazione

genica
e necessita della cellula di entrare in meiosi o mitosi
e andare incontro ad apoptosi

moduli proteici che si legano  proteina

a modificazioni specifiche impalcatura Una part|CO|are
degli istoni sul nucleosoma . . . -
,--\.\ . combinazione di modifiche
compless istoniche, scrittura, puo
che legge . .
il codice essere riconosciuta da un
. i complesso che legge il
g N\ codice (o di lettura). Il
coslente s complesso che elimina la
diyw ons modifica chimica sono i
\ ura IL COMPLESSO CHE LEGGE .
IL CODICE SI LEGA E ATTRAE Cancel |at0r|

ALTRE COMPONENTI :
complesso proteico

con attivita catalitica
e ulteriori siti di legame

attacco ad altri componenti nel nucleo, che porta
all’'espressione genica, al silenziamento genico
0 a un'altra funzione biologica

Alberts



Reclutamento di un complesso di lettura-scrittura puo

diffondere cambiamenti della cromatina lungo il cromosoma

proteina che regola i geni

enzima che modifica
gli istoni (di scrittura)
v,
Al
proteina di lettura del codice 1

DI LETTURA-SCRITTURA

\ SI LEGA

modificazione dell'istone (marcatura) 1 IL NUOVO COMPLESSO

DIFFUSIONE DELL'ONDA DI CONDENSAZIONE DELLA CROMATINA

Alberts

| processi di "'scrittura’ e "'lettura™ consumano ATP.



Meccanismi dell’azione di barriera

(A) poro nucleare

_—
eterocromatina
in diffusione

eucromatina

proteina barriera

proteina barriera

proteina barriera

Alberts

Il codice istonico. a) Le modifi-
cazioni chimiche di specifici residui amminoacidici
sulle code N-terminali degli istoni del core possono
combinarsi a formare un numero enorme di stati
diversi. La figura mostra una possibile combinazio-
ne, e mette in evidenza il fatto che le modifica-
zioni post-traduzionali possono riguardare, anche
se in misura minore, anche la coda C-terminale e
il dominio globulare degli istoni. b) L'utilizzo del
codice istonico si basa sull’azione di proteine wri-
ters e erasers, in grado di produrre o cancellare
le modificazioni chimiche, e di proteine readers,
che leggono le specifiche modificazioni chimiche
e producono gli effetti conseguenti, che normal-
mente portano a stati di compattamento diversi
della cromatina e a modulazione dell’espressione
di specifici geni.

A) Effetto barriera di un
isolatore (insulators)

B) Complesso proteina
barriera e gruppo di
nucleosomi che
impediscono la
propagazione

C) Proteine barriera
cancellano la modifica
chimica necessaria per
la diffusione

Le modificazioni sugli
istoni sono “lette” da
proteine readers

Le proteine writers “scrivono”
le modificazioni chimiche
sugli istoni, quelle erasers le

“cancellano”

. @ D

Cromatina compattata, W )

- | o o ',\
e Ny Ny
trascrizione repressa Y &y L /‘l*b Gene spento

&

Cromatina rilassata,
trascrizione aftiva

7 | —* Gene acceso
" &

Capranico



MODIFICAZIONE DELL’ORGANIZZAZIONE NUCLEOSOMALE

Eliminazione U (é ;;}
\ AR AD T
Sostituzione W, v )

Le varianti istoniche alterano
Paffinita degli istoni al DNA

(a) Rimodellamento

Variante
dell'istone H3

Cox

I nucleosomi sono intrinsecamente dinamici: la posizione dei

nucleosomi pud essere modificata da complessi di rimodellamento
che muovono, eliminano o sostituiscono i nucleosomi utilizzando ATP.

—— proteine che legano
saquenze specifiche sul DNA
\
\

nuclecsoma



ripristino

dei nucleosomi -
standard

(A

T

o2

dissociazione
di proteine che aggiunta di proteine
legano il DNA s di che legano il DNA
rimodellamento B

Alberts

complesso di rimodellamento 2/
della cromatina
dipendente da ATP

CATALISI
DELLO SCORRIMENTO
DEL NUCLEOSOMA




Fattore \ ®

specifico AA \
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k@ Rimodellatore
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k RNA polimerasi

Trascrizione
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Modello schematico dell’attivazione di un gene da parte di un “rimodellatore” ATP-
dipendente. (A) Un fattore specifico riconosce e lega una sequenza di DNA esposta
nella regione cromatinica adiacente al gene che deve essere attivato. (B) Il fattore
recluta il complesso di rimodellamento. (C) Il fattore viene rilasciato mentre il
rimodellatore, utilizzando I'energia rilasciata dalla idrolisi di ATP, induce cambiamenti
strutturali della cromatina che risultano in un indebolimento delle interazioni istoni-
DNA. (D) | nucleosomi vengono rilasciati (o spostati sul DNA) in modo da rendere
accessibile la regione del promotore. (E) | fattori di trascrizione possono ora
riconoscere e assemblarsi sul promotore. (F) | fattori di trascrizione reclutano la RNA
polimerasi, che puo0 iniziare la trascrizione stessa.



Meccanismo di rimodellamento
|| promotore viene allontanato dal nucleosoma
Qomotorg\) U
Complesso

di rimodellamento
della cromatina

Propagazione dell’ansa/ l

Promotore
espcl>sto

In sintesi

La cromatina trascrizionalmente attiva e demetilata e
iperacetilata

| geni silenziati sono deacetilati sugli istoni e presentano
metilazione delle citosine nel DNA



Le modificazioni principali della cromatina sono:
e metilazione del DNA
e acetilazione e metilazione degli istoni

[»»»’»ﬁ{\ |
Metilazione del DN
= ;;;:rf;;ntiasgriziori i Jizzizlizyl/

Acetilazione istoni >
> attiva trascrizione

© Methylation
© Acetylation
o Transcription complex

TRASMISSIONE EPIGENETICA

Quindi oltre ad ereditare i geni, la progenie eredita
anche le modificazioni istoniche che controllano
I'espressione di quei geni.



| cromosomi

I cromosomi sono macromolecole presenti nel nucleo delle cellule. Essi sono visibili
durante la divisione cellulare e sono simili a bastoncelli diritti o piegati, lunghi pochi
micron sdoppiati in due filamenti (cromatidi) costituiti da DNA avvolto in una guaina
proteica e uniti in un sol punto (centromero).
Sui cromosomi si trovano in successione lineare i geni, unita’
fondamentali dell’ informazione ereditaria.

cromosoma



| | Cromatides

Metacéntrico Submetacéntrico Acrocéntrico

classificazione dei cromosomi a seconda della forma
presentata alla metafase, determinata a sua volta dalla
posizione del centromero

Nel cromosoma riconosciamo

e | telomeri

e il centromero



il numero, le dimensioni e la forma dei cromosomi

definiscono il -

° L'uomo ha nelle sue cellule somatiche
) 46 cromosomi (2r=46). Quindi I'uomo

!a ‘K ’ f (' li ha 23 coppie di cromosomi omologhi.
3 2' \ 3 4 s Nell'uomo 22 coppie di omologhi costi-

tuiscono i cromosomi somatici, o
autosomi, mentre una coppia & forma- 44 + XY

4 ! (S ) ta da due cromosomi sessuali diversi

i ! 3 " " ‘i g ﬁa nei due sessi(eterocromosomi). Se la
cellula appartiene ad un maschio si di- 2 X 23
& 7 8 9 10 11 12 stingue per avere un cromosoma X e

" 3‘ " un cromosoma Y (XY), sela cellula CO r rEdO

' y ! appartiene ad una femmina, ci sonodue - -

.’ *B ’ﬂ cromosomi X (XX). dlplOIde

13 14 15 & 17 18 La figura a lato riproduce un cariotipo
umanodi unindividuo di sessomaschile.

YL
21 22

TR RTETRY

1 Mt N K N

1"

e ax
12 20

M
= >

6d 44 38 31 38
13

14 15 16 17 18
O S s 2 A ‘ ‘
19 20 21 22 X
46, XX

I 44 sono gli autosomi

XX e XY sono i cromosomi sessuali



I cromosomi possono avere 1 o 2 cromatidi e questo dipende
dalla fase del ciclo cellulare

G1 = 1 cromatide
S = duplicazione DNA, 2 cromatidi
G2 = 2 cromatidi

Fine mitosi = 1 cromatide

INTERFASE MITOSI INTERFASE
|
telomero E ﬂ E E E E
origine di
replicazione -
DIVISIONE
CELLULARE
—_— — —_
centromero —— a..
porzione L L
cromosoma di fuso mitotico cromosomi
replicato duplicati

in cellule separate



GENOMA

Comparazione della densita genica in cromosomi di differenti organismi

134

| Parte seconda ® Manutenzione del genoma

Biologia Molecolare del Gene

© 8308178

geni

. introni

|| sequenza intergenica

sequenze ripetute - gene della RNA polimerasi

Escherichia coli (57 geni)

Saccharomyces cerevisiae (31 geni)
Z [ O T

Drosophila melanogaster (9 geni)
[Cesmsrenetny

Uomo (2 geni)

e wa s wiwn e T e eee— ] - e
L 1 I | L | |
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000
Figura 7.2 Il genoma di E. coli & formato quasi interamente dagd

Comparazione della densita genica in
cromosomi di differenti organismi. La
figura illustra una regione rappresenta-
tiva di 65 kb di DNA per ciascun orga-
nismo. La regione che codifica per la
subunita maggiore della RNA polime-
rasi (RNA Pol Il per le cellule eucarioti-
che) & indicata in rosso. Da notare
come il numero dei geni codificati al-
I'interno di un tratto di DNA della stes-
sa lunghezza diminuisce con I'aumen-
tare della complessita dell'organismo.

e La grandezza del

dell’organismo

1

La maggior parte del cromosoma del batterio E. co/i codifica per proteineg
RNA strutturali (Figura 7.2). La maggior parte delle sequenze non codific
adibita alla regolazione trascrizionale dei geni (come vedremo nel Capitolol
Poiché viene normalmente usato un sito specifico da cui parte I'evento
zionale ed il controllo dell’espressione di alcuni geni, anche queste regionis
ridotte al minimo nel genoma. In E. coli ¢ presente un elemento importan
genoma che non fa parte dei geni: I'origine di replicazione del DNA. Qu
piccola regione del cromosoma ¢ utilizzata per dirigere I'assemblaggio
macchina replicativa (come verra discusso nel Capitolo 8). Nonostanteqy
importante ruolo, questa regione & molto piccola occunpando solo pochec

genoma e correlata alla complessita



L’organizzazione ed il contenuto del genoma umano

uniche
510 Mb
altre regioni
— intergeniche =
600 Mb
|| microsatelliti
90 Mb
sequenze
— altamente ripetute
1400 Mb
genoma
umano : :
3200 Mb _ Introni,
UTR
sequenze frammenti
—_ correlate o
1152 Mb genid
= pseudogeni

geni
48 Mb

Biologia Molecolare del Gene Watson

il genoma umano &€ composto da molti tipi di sequenze differenti, la
maggior parte della quali non codificano proteine (DNA intergenico)

all’interno delle sequenze uniche ci sono le sequenze regolative



45%
Trasposonj

13%
21% SINE
LINE

8%
Simili a retrovirus

3% SSR

28,5%
Introni
e segmenti
non codificanti

Lehninger pag 955

SSR = semplici sequenze ripetute (DNA satellite),
meno di 10pb = centromero e telomero



O€hg

e E' una regione di DNA che controlla Ile

caratteristiche ereditarie;

e porta lI'informazione biologica per un determinato

carattere: e in grado di codificare, i tre tipi di RNA

mRNA 5T T [ I 3
DNA 5 i - 1 - i - ————y 3
Esone Introne  Esone Introne Esone Introne Esona
. La struttura del gene eucariotico. Il gene & il seg-
== Regione esonica non tradotta (UTR) mento di DNA compreso tra il punto di inizio e di termine della
= Regione esonica codificante (CDS) trascrizione. Il gene é costituito da esoni e intrani; gli esoni iniziali
== |ntrone e terminali in genere contengono sequenze di controllo della tra-

duzione (UTR).

exon intron exon intron exon
B untranslated region (UTR) [ coding sequence (CDS) [] intran

Geni interrotti: esoni ed introni

e | geni si trovano sui cromosomi, Il cromosoma quindi

e costituito da una sequenza di geni = genoma:

un gene occupa un suo preciso locus



Il gene puo presentarsi in piu forme diverse (varianti di un
gene): "alleli".
e Individuo omozigote

e Individuo eterozigote

occhi neri occhi azzurri

Geni e alleli

Coppie di alleli
responsabili
ognuna di un
carattere
ereditario
(colore degli
occhi, dei

CROMOSOMI OMOLOGHI
'c) nonsolofitness.it

e GENE COSTITUTIVO (housekeeping)

e GENE REGOLATO - inducibile o
reprimibile

GENI STRUTTURALLI
GENI RIBOSOMIALI
GENI TRANSFER




La maggior parte dei geni e
identificata dall’Open Reading Frame
(ORF)

Cornice di lettura aperta

I
DNA ATG ]
Codone Codone
diinizio di stop

Trascrizione

RNA AUG | ]

Traduzione

Proteina Met

Segnali di inizio e di stop nella cornice di lettura
aperta di un gene

Gene Finding: ORF (Open Reading Frame)

Un ORF o schema di lettura aperto & una zona compresa tra 2
sagnali, uno di start e uno di stop present| nello stesso frame,
All'interno dell'ORF non sono presenti ulterior segnali di Stop.

start.\" v Jstnp

ATG ORF segnali di stop:
IAA, TGA e TAG

Un ORF & una potenziale regione codificante per proteine,

Dapt. of Mathamarks and Compater Sclanca - Uniersity of Catarda - Corso di Borfomacica - h00s 0007



A)SEQUENZE UNICHE : segmenti unici o ripetuti poche

volte

Geni strutturali: geni che codificano per catene

polipeptidiche

Una cellula eucariotica e in grado di sintetizzare da
10.000 a 30.000 proteine diverse. Il DNA di questi geni,
normalmente, e presente in copia unica nel genoma
aploide di una cellula, ove costituisce la frazione di DNA
a copia singola.

Es: un solo gene per la fibroina della seta nel baco

-1 reticolociti contengono da una a poche coppie dei geni che
codificano per le subunita dell’emoglobina

- grandi quantita di ovoalbumina, la proteina principale del

bianco d’uovo



B) SEQUENZE RIPETUTE

con ripetizioni in tandem o singole

e sequenze intersperse: | trasposoni, sono
sequenze ripetute che costituiscono oltre il 40% del

genoma umano

LINE (elementi nucleari lunghi interspersi) € SINE ( elementi
nucleari corti interspersi) occupano una frazione significativa nel
DNA genomico, SON0 esempi di elementi trasponibili cioe

capaci di muoversi in punti diversi del genoma



L'integrazione puo portare a :

1. mutazioni: trasposizione associata ad alcuni casi di emofilia,
distrofia muscolare e cancro del colon

2. trasposizione benefica:
contribuire in modo positivo all'evoluzione della specie
aiutano a regolare I'espressione dei geni adiacenti

TANDEM = blocchi costituiti da moduli di sequenze ripetute tante

volte

ATTCGATTCGATTCGATTCG
e una ripetizione in tandem di ATTCG (ripetuta quattro volte).

e Sequenze di DNA con funzioni codificanti:

RNA ribosomiale, RNA transfer, istoni

e Sequenze di DNA che mancano di funzione

codificante:

e DNA satellite costituito da 5 a qualche centinaia di
basi, che viene ripetuto centinaia di volte.
Abbondante nell’eterocromatina costitutiva, fra cui il
centromero




DNA mini-satellite da 10 a 100 coppie di basi, ripetuto
migliaia di volte.

Presenti nei telomeri dei cromosomi

Altamente polimorfici in quanto il n. di ripetizioni e molto
variabile nella popolazione (VNTR=n. variabile
ripetizioni in tandem), quindi marcatori genetici.

Test di paternita

e DNA micro satellite da 1 a 5 coppie di basi, duplicati
fino a 150 copie, distribuiti in modo omogeneo nel
genoma.

La ripetizione piu frequente e CA usata nelle tipizzazioni
individuali, come il test del DNA o quello di paternita, per
il n variabile di ripetizioni tra un individuo ed un altro

Concetto di variabilita’/ polimorfismo:

POLIMOREISMO

I polim orfism i genetici sono variazioni nelle sequenze di

DNA presenti in una popolazione con una frequenza

m aggiore dell’l% . Quando la frequenza e’ inferiore a tale

valore arbitrario, sipreferisce parlare divariantigenetiche

rare, che in molti loci sono presenti in aggiunta ai




MINI/MICRO-SATELLITI

I loci dei mini/micro satelliti sono altamente

polimorfi con un gran numero di alleli
Mostrano un alto grado di polimorfismo nella popolazione

umana per il numero di ripetizioni = alta eterozigosita Queste

variazioni forniscono una serie di marcatori genetici di tipo

molecolare, utilizzabili per identificare individui diversi

Esempio: un minisatellite € formato da una unita ripetitiva
lunga 44pb e nella popolazione ha la seguente distribuzione:
7% = 18 ripetizioni

11% = 16 ripetizioni

43% = 14 ripetizioni

36% = 13 ripetizioni

restrizione per
endonucleasi

Numero
variabile

di ripetizioni
in tandem

Regione
VNTR

BT macnnn n

Cromosoma
umano

Le regioni VYNTR sono po-
limerfiche del genoma. In particolare, lo é
il numero di ripetizioni in tandem della se-
guenza che varia all'interno della popolazio-
ne.

Capranico



l’origine di questa variabilita é la ricombinazione genetica

tra unita ripetitive mal appaiate

(A 8 ripetizioni

LT DCHT T

= = 8 ripetizioni

Crossing over ineguale

= 6
ripetizioni

= 10 ripetizioni

In origine 15 ripetizioni CA

HHEHIHN

Il DNA fonde e rinatura
in modo non corretto

i

17 ripetizioni CA

HHMH:

Difficolta nel replicare in modo appropriato queste ripetizioni, si
hanno quindi fenomeni di scivolamento che causano allungamento o

riduzioni del n. ripetizioni = Sito del cromosoma polimorfico




| MINI-SATELLITI SONO UTILI PER LA
MAPPATURA GENICA data I’alta probabilita

che vi sia un’ampia variazione individuale.;

VENGONO USATI COME MARCATORI
dell’individualita genetica nel TEST del DNA,

determinazione della parentela

| Polimorfismi dei singoli nucleotidi (SNP) sono
costituiti  da sostituzioni di un singolo nucleotide e
rappresentano la piu grande fonte di variabilita inter-individuale
nel genoma. Recentemente sono divenuti oggetto di grande
attenzione da parte dei ricercatori che hanno via via evidenziato
la presenza di alcune di queste piccole variazioni geniche
determini la suscettibilita o la resistenza a molte delle malattie
umane piu comuni (ad esempio il diabete, il cancro, '’Alzheimer)
e sia associata alla resistenza e alla sensibilita individuale ai

farmaci.



