Struttura e replicazione del DNA
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(a) Caratteristiche principall (b) Struttura chimica semplificata (c) Modello a riempimento
della struttura del DNA spaziale




Breve storia del DNA
(da Mendel al sequenziamento del genoma umano)

1865. Gregor Mendel descrive le "unita di eredita”

1869. F. Miescher isola la "nucleina” (DNA) dalle cellule germinali di trota.
1903. W. Sutton propone l'ipotesi che i cromosomi contengano materiale genetico  ~
1908. T.H. Morgan avanza l'ipotesi che i geni possano mutare, in base a studi su Drosophila
1927. H. Muller scopre che i raggi X provocano mutazioni nei cromosomi

1928. F. Griffith scopre il “principio trasformante”

1941. G. Beadle e W. Tatum propongono l'ipotesi “un gene - un enzima"

1944. O. Avery, C. MacLeod e M. McCarty dimostrano che il DNA € il cosiddetto “principio
trasformante” scoperto da F. Griffith

1952. A. Hershey e M. Chase dimostrano che il DNA contiene materiale genetico

1953. Scoperta della struttura a doppia elica del DNA da parte di J. D. Watson e F. Crick
1960. Scoperta del’RNA messaggero

1966. ldentificazione completa del codice genetico da parte di M. Nirenberg e S. Ochoa
1973. Clonazione dei geni eucariotici in vettori plasmidici

1976. J. Gurdon ottiene la prima clonazione di un vertebrato (un anfibio)

1977. Metodo di F. Sanger per il sequenziamento del DNA: primo genoma virale sequenziato
1984. Inizio del Progetto Genoma Umano, con durata prevista di 20 anni

1993. Prima prova di terapia genica nell’'uomo

1995. Primo genoma di una organismo vivente completamente sequenziato (I'archeobatterio
Methanocaldococcus jannaschii)

1997. Prima clonazione di un mammifero (la pecora "Dolly“)
2001. Sequenziamento (piu 0 meno completo) del genoma umano
(F. Sanger et al., HGP; J. Craig Venter et al., Celera Genomics) Fonti: Sadava et al., 2014; 2019




Esperimento di F. Griffith (1928)
Su Streptococcus pneumoniae
(Eubacteria Firmicutes)

Pneumococchi R (rough), innocui
Pneumococchi S (smooth), mortali

EXPERIMENT

HYPOTHESIS: Material in dead bacteral cells can genetically transform living bacterial cells.

Frederick Griffith
(1879-1941)

METHOD
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CONCLUSION: A chamical substance from one cell is capable of genetically transforming another cell.

Gli pneumococchi R vivi, mescolati agli pneumococchi S uccisi con il calore,
producevano pneumococchi S vivi e mortali




Griffith's Streptococcus experiment TrealmenF 3
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Transformation: R cells absorb genetic material of S colls

The 8 form of Type I has been produced from the R form of Type II,
and the R form of Type I has been transformed into the 8 form of Type II.

VorLume XXVII JANUARY, 1928 No. 2

Griffith attribui i risultati dei suoi esperimenti ad un
“principio trasformante” che non riusci ad identificare: mori
nel 1941 nel suo laboratorio durante un bombardamento
aereo su Londra, insieme al collega William Scott

THE SIGNIFICANCE OF PNEUMOCOCCAL TYPES.

By FRED. GRIFFITH, M.B.
(4 Medical Qfficer of the Ministry of Health.)

(From the Mintstry's Pathological Laboratory.)

Fonte: Griffith F., J. Hygiene 27: 113-159, 1928 CONTENTS.
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Il “principio trasformante” scoperto da Griffith fu in seguito identificato da
O. Avery, C. McLeod e M. McCarty (1944).
si trattava dell’acido deossiribonucleico, meglio noto come DNA

STUDIES ON THE CHEMICAL NATURE OF THE SUBSTANCE
INDUCING TRANSFORMATION OF PNEUMOCOCCAL TYPES

InpuctioNn oF TRANSFORMATION BY A DESOXYRIBONUCLEIC AcID FracTron
IsoLATED FROM PNEUMococcus Tvee IIE

By OSWALD T. AVERY, M.D., COLIN M. MacLEOD, M.D., axp
MACLYN McCARTY,* M.D.
{From the Hospital of The Rockefeiler Institute for Medical Research)
Prate 1
(Received for publication, November 1, 1943)

Biologists have long attempted by chemical means to induce in higher
organisms predictable and specific changes which thereafter could be trans-
mitted in series as hereditary characters. Among microérganisms the most
striking example of inheritable and specific alterations in cell structure and
function that can be experimentally induced and are reproducible under well
defined and adequately controlled conditions is the transformation of specific
types of Pneumococcus. This phenomenon was first described by Griffith (1)
who succeeded in transforming an attenuated and non-encapsulated (R)
variant derived from one specific type into fully encapsulated and virulent (S)
cells of a heterologous specific type. A typical instance will suffice to illustrate
the techniques originglly used and serve to indicate the wide variety of trans-
formations that are possible within the limits of this bacterial species.
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La “regola di Chargaff” (1949)

Studiando la composizione del DNA, Erwin Chargaff, un
biochimico americano di origine austriaca, aveva notato
una curiosa caratteristica:

—> il DNA isolato da organismi diversi conteneva sempre
una quantita di adenina uguale a quella di timina, ed
una quantita di guanina uguale a quella di citosina

.-

e Table 3-2 Data Leading to the Formulation of Chargaff’s Rules
Erwin Chargaff (1905-2002)

Adenine Thymine Adenine Guanine Purines

to to to to to
Source Guanine Cytosine Thymine Cytosine Pyrimidines
La quantita di La quantita di Ox 1.29 1.43 1.04 1.00 11
- Human 1.56 1.75 1.00 1.00 1.0
— Hen 1.45 1.29 1.06 0.91 0.99
Salmon 1.43 1.43 1.02 1.02 1.02
Wheat 1.22 1.18 1.00 0.97 0.99
Yeast 1.67 1.92 1.03 1.20 1.0
Hemophilus 1.74 1.54 1.07 0.91 1.0
= influenzae
E-coli K2 1.05 0.95 1.09 0.99 1.0
; I Avian tubercle 0.4 0.4 1.09 1.08 1.1
Purine =  Pirimidine bacillus
(A + G) (T + C) Serratia marcescens 0.7 0.7 0.95 0.86 0.9
Bacillus schatz 0.7 0.6 1.12 0.89 1.0
SOURCE: After E. Chargaff et al., J. Biol. Chem. 177 (1949).
Filmato

Fonte: Chargaff et al., J. Biol. Chem. 177: 405-416, 1949



Esperimenti di Alfred Hershey e Martha Chase sul batteriofago T2,
virus del batterio Escherichia coli (1952)

Hershey e Chase marcarono i
B batteriofagi con isotopi radioattivi:

"T:_“‘ (,1'4"3,*5’“}_!;_g.ch".w 35S per le proteine del capside
‘ BN (nel’amminoacido cisteina) e 32P
per il DNA (nel fosfato)

Protana e
_ radiattva L.-—J{ ‘ Racioatthita
» &£ nel supernatante

!Ip
. ‘
%
D ')
© T %
Dopo avere permesso ai batteriofagi di -

Cemtrfugazons

infettare cellule di E. coli, separarono i |
CapSIdi da”e Ce”u'e Infettate ed (b) L'espeimento mostra cha le oroteine del fago T2 nmangone & dl fuon dala :.el_(a‘:rxded.rame niezione, mentra || DNA penetra nata cellula,

osservarono che all'interno delle cellule
era rimasto il materiale marcato con 32P  Quindi la molecola in grado di trasmettere I'infezione

del batteriofago era il DNA (e non le proteine)

Fonte: Hershey and Chase, J. Gen. Physiol. 36: 39-56, 1952



James D. Watson, Francis Crick e il modello del DNA:
I'inizio della biologia molecolare

Fonte: Sadava et al., 2014



Rosalind Elsie Franklin (1920-1958)
...avrebbe dovuto condividere con J.D.Watson, F. Crick e M. Wilkins
Il Premio Nobel nel 1962, ma non ebbe alcun riconoscimento

Valente cristallografa presso il laboratorio di M.
Wilkins a Cambridge, riusci ad ottenere nel 1952 una
eccezionale foto a raggi X (nota come foto n. 51) di
un cristallo puro di DNA

Purina + purina: troppo larga @O (:Q
Pirimidina + pirimidina: troppo stretta : O O !
Purina + pirimidina: larghezza : '
compatibile con i dati ai raggi X |

Rosalind Franklin mori nel 1958 (a soli 37 anni) per un tumore
ovarico, con ogni probabilita provocato dall’esposizione
prolungata ai raggi X durante il suo lavoro

(a) Rosalind Franklin (b) La fotografia della dif frazione ai raggi
X del DNA di Rosalind Franklin

Fonti: Sadava et al., 2014; 2016



Sorgente
di raggi X

Schermo
di piombo

Il DNA a raggi X

Campione di DNA
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Pellicola
fotografica

Queste macchie
sono prodotte
dai raggi X diffratti.

Basandosi sulla foto n. 51 ottenuta da Rosalind Franklin e sulla regola di Chargatff,
James Watson e Francis Crick costruirono il primo modello del DNA

Fascio di raggi X

[ i

/ |
Fonte di raggi X Campione di DNA

(a)

Lastra fbtograﬁca

FIGURA 11-4

Diffrazione ai raggi X del DNA.

(a) La tecnica di base. | ricercatori indirizzano un fascio ristretto di raggi X su di un
singolo cristallo di DNA. Importanti evidenze relative alla struttura del DNA sono
fornite da una dettagliata analisi matematica delle distanze tra i punti formati dai
raggi X che colpiscono una lastra fotografica. (b) L'immagine di diffrazione ai raggi
X del DNA utilizzata da Watson e Crick. L'andamento diagonale delle macchie nere
che si allungano dalle 11 alle 5 e dall’1 alle 7, se paragonate alle lancette dell’oro-
logio, suggerisce la struttura elicoidale del DNA. | riflessi allungati orizzontali al
margine superiore ed inferiore della fotografia, indicano che le basi puriniche e pi-
rimidiniche si impilano I'una sull’altra ogni 0.34 nm e sono disposte perpendicolar-

mente rispetto all’asse dell’elica.
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Watson e Crick scrissero su “Nature” nel 1953:

"It has not escaped our notice that the specific (base) pairing
we have postulated immediately suggests a possible copying
mechanism for the genetic material.”

“Non ci € sfuggito il fatto che 'appaiamento specifico
delle basi suggerisca un possibile meccanismo di
copiatura del materiale genetico...”

Uno dei piu famosi
“‘understatement’ della storia...

Fonte: Watson and Crick, Nature 1953

MOLECULAR STRUCTURE OF
MNUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Mucleic Acid

TE wish to suggest & atrusture for the aslé

of deoxyribose nucleic acid (DWN.AL). This
structure has nowvel fostnraes which are of conaidorable
bialogical intersat.

A piracture for mclkedic acid has already  been
propossd by Pauling and Corey!, They Kindly '|'|1u,|,l,|
thoir mamusoript  availabls to us in sdvance of
publication. Thair model conaiste of tlhres inter
twinesd choins, with the |_.'I'u-.|_.-| plea mesr the fibee
nxiz, swl the bascs on the ootside, Tmoar n'!'\-i'-__nn.
this structure s unsatisfactory for twoe ressons
(1} We belisve that the material which gives the
X-ray Hll.ldl ame i= the aalt, ot the free aeid. Withoat
the acid yolrogen atoms it is not clear what foroes
wonld hol 1 rh structure together, espocindly as the
nagatively charged |'l||.*°'-]lhﬂ|a.-= near the axis will
'rn]m,l s-u.:-'l'. other, (2 Some of the van dsr Waals
distances appear to be too smndl.

Anotler thees-chain structure has also been sug
geated by Fraser (in the press). Tn his model the
]':I'.rmr-l'.rl.':m mra on the outaide and the bases on the
insida, linked togmt hipr I::.' |‘..\'.L'|'|I'|\|+'\1I. bomnda, This
struoture a8 described s rather il firead, and for
thie reaaon we shall wot eomment
on it.

We wish i0 put forwand o
radlically  different strocture for
the salt of deoxyribose nucleie
acid, This structure has two
helical chsins esach coiled round
the same axis (seo diagraam). We
hawve made the wusl chemieal
azsumptions, namely, thet each
chain consists of phosphate di
gater groups joining B-D-deoxy
ribofuranoss residuss with 35067
linkagos,  The twoe chains (bt
not their bases) am related by &

ndicular to the :
axie. B haing follow right-
himenalecl but owing to
the dyad the sequences of the
atmans e the two ohaims run
in  apposite directions,  Each
chain  loosely Tose II.|||:- M.
berg's? maodel Mo, 1: ik
the bmsea mre on the i
the helix and the ph -:q:.ml---‘ om
the owtside, The configraratinn
of the sugar snd the atoms
near it 8 close I".l.l"hul'g'h
al, wndard configurstion”, Gk |,
v o= L sugar  being  roughly  pe r[:nrl-:
iy the finre wels € l.I.|.». Lo tha sddachesd base, J.||-r-|.“-
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Replicazione del DNA

Il DNA ha una struttura a doppia elica ed il suo meccanismo di replicazione
sembra ovvio, ma.... come avviene effettivamente questo processo?

In realta e molto piu complesso di quanto appaia a prima vista

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Primo problema: il modello di replicazione del DNA

Inizialmente furono formulate tre ipotesi

(a) Hypothesis 1: (b) Hypothesis 2: (c) Hypothesis 3:
Semi-conservative Conservative replication Dispersive replication
replication
Fr==nr

Intermediate molecule

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Replicazione conservativa, semiconservativa e dispersiva

Doppéa elica
onginaria cel DNA

Mokecok ci DNA
dopo uncile
di replicazione

8l

{b)

)

f - X v Y
La replicazione semiconsenativa
produrrebbe molecole costituite
ca DNA =& nuowo che vecchio,
tuttavia ciascuna mokcola
contemebbe un infero filamento
vecchio e un intero filamento

La replicazione consenativa
manterrebbe intega &
moiecoka onginaria generando
una mokecokla inMteramente
nuoVA.

\mo:q’ntetizzato.

(La replcazione dispersva )
produmebbe dua molecole
i cui filamaenti sarbbero
costituiti da frammenti

di DNAvecchioe

\nemintet izzato cispersi.

Oggi sappiamo che I'unica modalita corretta di replicazione & quella
SEMICONSERVATIVA, ma come € stata dimostrata la correttezza di questa ipotesi?

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Prova della replicazione semiconservativa del DNA:
| classici esperimenti di Matthew Meselson e Franklin Stahl (1958)

-3 %4

FIGURE 9-3. (Left) Matthew Meselson (b. 1930). (Right) Franklin W. Stahl (b. 1929).
[Courtesy of M. Meselson.]

Prima dalia centrifugazione

'

DNA

!

Quando una soluziona

Dopo un breve tempo di centrifugaziona

Rk n
P % "{e ativo
r e
© Campiore /\/\ £ \L 0
o DNA centrfugato - < -
dopo 20 min ;,/ \ / \ \I\\ A
) Prima
~ replicazione = 7
— == {~ = N7
1P 7\
°Camu:re . AVA
¢i DNA centrilugata 0 -,
dopa 40 min L? \ AVA
4N | seconda ) \_/\/\ L N
= roplicazione = = :

Dopoche @ stato raggiunto Fequilibrio

s

N

diclouro di cesio viena
centrifugata a wlocita
molto ekvata, i ioni

diverse dansita,

f m

Icampioni ci DNA di
differante densita
flottano disponendosi

nei puntiin cui la

cesio in soluzione densith del gradiente
CsCl tendono a sedimentam diCsClé uguak
insoluzione | antaments formanda alld bro.
THE REPLICATION OF DNA IN ESCHERICHIA COLI* un gradiante
di concentrazione |
By MATTHEW MESELSON AND FRANKLIN W. STAHL bl ;o;;galramne iy

GATES AND CRELLIN LABORATORIES OF CHEMISTBY,T AND NORMAN W, CHURCH LABORATORY OF
CHEMICAL BIOLOGY, CALIFORNIA INSTITUTE OF TECHNOLOGY, PASADENA, CALIFORNIA

. Communicated by Maz Delbrick, May 14, 1958

Introduction.—Studies of bacterial transformation and bacteriaphage infection!—*
strongly indicate that deoxyribonucleic acid (DNA) can carry and transmit heredi-
tary information and can direct its own replication. Hypotheses for the mechanism
of DNA replication differ in the predictions they make concerning the distribution
among progeny molecules of atoms derived from parental molecules.®

Radioisotopic labels have been employed in experiments bearing on the distribu-
tion of parental atoms among progeny molecules in several organisms.5—° We
anticipated that a label which imparts to the DNA molecule an increased density
might permit an analysis of this distribution by sedimentation techniques. To this
end, a method was developed for the detection of small density differences among

Meselson e Stahl usarono cellule di E. coli cresciute in un
mezzo di coltura in cui i precursori delle basi del DNA erano
marcati con l'isotopo dell’azoto °N (azoto “pesante’)

Le cellule avevano quindi un DNA marcato con azoto
“pesante”, che nel gradiente di densita della centrifugazione
in cloruro di cesio si accumulava verso il fondo della provetta

(banda “pesante”)

Fonte:

Meselson and Stahl, PNAS 44: 671-682, 1958 I DNA normale (con azoto 14N) si collocava nella parte alta

del gradiente di centrifugazione (banda “leggera”)



Esperimento di M. Meselson e F. Stahl
(definito “il piu elegante della storia della biologia”)

14 generations of growth

Lacrescita viene fatta

prekvati campioni dopo
(i tempo di una ganerazione)

o copo 40 minuti (il tempo didue

Nel casa in cui ogni flamento )
fossa sanvito da stampo per la
sintasi dallalto, tutto il DNA
dalla prima genarazions

& metd del DNA dolla saconda
gene@zions saebbero stati
didansita intermedia, per meta
kgger e par mela pesante,

come in effetti si cssend.
& J

z continuam dopo
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Battori fafti coscem contenanta &N {lbaoerd)
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0 1
: | | l
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E EnBn oA (Bogerg)
E @NEN DNA (temedic) . !
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W, 0 20 40 B0 80  Time (min.) /U \T/
: Prima che i batteri abbia : '\
Dopo avere fatto replicare una volta sola le cellule i, Pahlak Prima Seoonda
1 ” - 3 ; 5 y Jenaraziona generazionae
marcate con azoto “pesante” in un mezzo di coltura gertapm.l Sng&edmm | 8 |
con azoto normale, Meselson e Stahl estrassero il DNA | ) e J J
! ! ; | NRRARRY
replicato e lo centrifugarono A
| L NAONAINRY - AR
_ ) ) ) _ Interpretazione R ] |
La banda di centrifugazione del DNA si collocava in un [ VARARAR 1= WRRANRY
punto intermedio del gradiente (banda “ibrida”) NARRRAAS

Dopo un secondo ciclo di replicazione, la banda
“pesante” scompariva e appariva una banda
“leggera”, al di sopra della banda “ibrida”

Fonte: Meselson e Stahl, 1958;
Sadava et al., 2014; 2019



La replicazione del DNA e quindi solo semiconservativa

Zucchero

Adenina (A)

b

Zucchero

Guanina (G) Citosina (C)

La banda “ibrida” comparsa dopo
il primo ciclo di replicazione
permetteva di escludere che la
replicazione fosse conservativa

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
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(c) Modello dispersivo.
Ogni filamento di entramie
k& molecole figlie contieng
una miscala o parti veochies & parti
di nuova sintesi,

(a) Modello conservativo.
La doppa efca genitrice rimane
Intatta e viena prodiotia una copia
complstaments ruava.,

(b) Modello semiconservativo.
1 due flamenti delia mokecola
Qanitrice Si Separano & ognunc
agisce da stampo per |a sintasi
di un nuovo flamento
complementare.

...e la comparsa di una banda “leggera’” insieme a quella
“ibrida” dopo il secondo ciclo di replicazione permetteva
di escludere che la replicazione fosse dispersiva



Ma vi era un altro problema fondamentale:
| due filamenti della doppia elica del DNA sono ANTIPARALLELI....
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Figure 4-5. Molecular Biology of the Cell, 4th Edition.

Esistevano forse due enzimi diversi nella
replicazione, cioe uno che aggiungeva nucleotidi
in direzione 5’ > 3’, e I'altro in direzione 3’ > 5’ ?

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002
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Arthur Kornberg (1928-2007)

Nel 1956 scopri 'enzima fondamentale che
esegue la replicazione del DNA,
la DNA polimerasi

Premio Nobel 1959 per la Medicina e la
Fisiologia, insieme a Severo Ochoa

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002
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La DNA polimerasi esegue I'appaiamento e I'aggiunta di nuovi
nucleotidi SOLO in direzione 5’ 2 3’

Nucleotide legato 3 e
alla catena in < OAN
: 5' K
crescita dalla 6
DNA polimerasi & ¢ '
© O Fosfati
o rilasciati
3 5' 5'

M Figura 11-9 Lareplicazione del DNA. Cli enzimi specifici (polimerasi) che catalizzano le reazioni di polimerizza-
zione aggiungono un nucleotide alla volta all’estremita 3’ della catena nascente.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Appaiamento dei nucleotidi e allungamento del nuovo
filamento di DNA in direzione 5" =2 3

unwound DNA
of parent strand

L'aggiunta di nuovi nucleotidi tramite legami fosfodiesterici avviene
‘in coda’ al nucleotide precedente (polimerizzazione di “coda”)

Fonte: Alberts et al., 2002



Allungamento della catena del DNA

Nuovo filamento  Filamento stampo

Pirofosfato
\ N\
Nucleoside |
trifosfato

Filmato Fonti: Sadava et al., 2014: 2019: Alberts et al., 2002



Dato che I due filamenti di DNA sono
|la loro replicazione avviene in modo diverso

Consideriamo una “forcella” di replicazione,
ad esempio nel DNA circolare di un batterio.

5!

Primer
53’

Replicazione continua (filamento “guida”)

Direzione di 3’

< ‘ G‘
srotolamento 5o

3’ Replicazione discontinua (filamento “in ritardo’)
\ S
5 pi©
3 g

N\



Motion of
> replication

3’ 1 fork
’ ’
Leading strand =2 5'
’
Lagging strand 3
(Okazaki fragments)
3/ - < < 5' Parental strands
5I

© 2006 John Wiley & Sons

3[
[
5I »3[ 3'
RNA primer /5,
il m»y/
grllIIII]] I
’
3 |
5’ = 3' 3’
5I
Okazaki fragment
< < 5’
5 LU

original DMNA
double helix

newly rmade

DMA strand

(made by DNA poly-
merase)

EMA primer
(made by primase)

— DOkazaki frag-
rment

........ T
fragment to DMNA
strand (by ligase)

Fonte: Voet et al., Fundamentals of Biochemistry,
John Wiley & Sons, 2006



Frammenti di Reiji Okazaki e Tsuneko Okazaki (1968)

La sintesi del filamento
antcipato & continua.

Il filamento ntardato viene sintetizzato
sotto forma di frmmmenti di Okazaki.

(=)

[5) /
La forcela di
replicazione crescea... =

DNA ci pix
mecente sintesi

,"' ! © ST
t-,’?_'..,.' 2 - = B o
000 o 1 ()
Reiji Okazaki Tsuneko Okazaki .
(1930-1975) Professore Emerito i ot the D g i S Fs 90
all’'Universita di Nagoya ®
Frammenti di Okazaki 3]
Prem_lo UNESCE) Women - Y s
in Science” 2000 AR U
Okazaki et al. "Mechanism of DNA chain growth. I. Possible
5 . discontinuity and unusual secondary structure of newly
synthesized chains®. PNAS 59: 598-605, 1968
5 3

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019
Okazaki et al., 1968; Okazaki, PJAS 93, 2017




Replicazione del DNA: “primer”, “bolle” e “forcelle”

DNA polimerasi ___ //\
7 S Origine di replicazione
e

/

(@
Torsione introdotta 5
Proteine

nell’elica a causa e s
dello svolgimento destabilizzatrici
della molecola RNA primer 7 dell'elica

_ DNA polimerasi

Direzione
di replicazione
C—

(b) RNA primer

©

m Figura 11-10 Panoramica della sintesi del DNA. Questo processo richiede diverse fasi che coinvolgono vari enzi-

mi e RNA primer.

\ 3

aw o

La sintesi di DNA inizia in corrispondenza
di una specifica sequenza di basi, chiama-
ta origine di replicazione.

| filamenti vengono separati nel punto di
origine e svolti dalla DNA elicasi che *cam-
mina’ lungo la molecola di DNA preceden-
do gli enzimi deputati alla sintesl. Proteine
destabilizzatrici dell'elica si legano al DNA
asingolo filamento, impedendo che possa
riappalarsi. La zona di attiva sintesi del
DNA corrisponde alla *forca di replicazio-
ne" che sl & formata nel punto di conglun-
zlone tra | trattl di DNA a singolo filamen-
to e la regione ancora a doppia elica. La
sintesi procede su ciascun filamento sin-
golo della forca in direzione 5'~+3’.

Al termine della replicazione si ottengono
due molecole figlie, ognuna delle quali
possiede un filamento vecchio ed uno di
nuova sintesl. Ognl doppia ellca rappre-
senta un cromatide di un cromosoma du-
plicato.

5l

5!

3 Filamento leading

Doppia elica
RNA primer

(a) 5'

Frammenti di Okazaki

Filamento leading

DNA ligasi
\

m Figura 11-11 | filamenti guida e in ritardo. Poiché |'allungamento puo procedere solo nella direzione 5'— 3', i due
filamenti alla forca di replicazione vengono copiati in modo diverso, ognuno da una molecola di DNA polimerasi distin-

ta.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012

Il filamento guida (leading) & sintetizzato senza in-
terruzione nella direzione della forca di replicazio-
ne, mentre il filamento in ritardo (lagging) @ sinte-
tizzato in direzione apparentemente opposta alla
forca di replicazione. L'inizio della sintesi per en-
trambi i filamenti richiede un primer di RNA poiché
il DNA pud essere allungato solo per aggiunta di
nucleotidi all'estremita 3" di un filamento polinu-
cleotidico gia esistente.

Il filamento in ritardo & sintetizzato come una
serie di corti frammenti, chiamati frammenti di
Okazaki. La sintesi di ogni frammento di
Okazaki Inizia con la sintesi di un primer a
RNA. Notare che il primo frammento di
Okazaki sintetizzato & ora quello piu lontano
dalla forca replicativa.

La sintesi di ogni frammento di Okazaki inizia
con la sintesi di un RNA primer. Una voltainizia-
to I'allungamento, I'RNA primer viene degrada-
to, i vuoti vengono riempiti con nuovo DNA ed i
frammenti aggiunti vengono assemblati dalla
DNA ligasi.



L " % ANA dolfimesco.
al DNA e sintetizza :

un iniziatore di RNA. Regione a singolo filamento
DNA stampo del DNA genitore
/ 5' iy
@ @ 3 &
Quando l'iniziatore Primasi ~~
& stato completato La DNA polimerasi aggiunge
A A nucleotidi di DNA all’innesco.
la DNA polimerasi .
si lega e inizia DNA polimerasi Il - \
a catalizzare |a sintesi , DNA dinuova  \
e Innesco di RNA Simelsi 7 \
m 3 5
6} Una DNA polimerasi diversa 3 \ .
sostituisce 'RNA con il DNA. DNA polimerasi
Iniziatore di RNA
DNA piu recente

@mnmnmnmnnmmmmnnmmnmn@ s’i‘w H‘_bﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂﬂis'
3 5

9 /
DNA polimerasi l

Il filamento figlio adesso
€ completato

Iniziatore di RNA DNA neosmtehzzato
La primasi 5 I g
viene rﬂasaata S OO R OO,

L'enzima “primasi” costruisce il “primer” (in italiano “innesco”), un tratto di RNA ibridato
con il DNA stampo, per fornire alla DNA polimerasi una estremita 3’ da cui iniziare ad
aggiungere nucleotidi SEMPRE in direzione &’ = 3’

Fonte: Sadava et al., 2014



In ogni forcella di replicazione vi sono due DNA polimerasi
(“dimero”), una per ciascun filamento

Entrambe aggiungono nucleotidi in direzione 5 =2 3’, ma in
direzione diversa rispetto alla forcella di replicazione

@ La DNA polimerasi
allunga i filamenti di DNA

solo in direzione 5'— 3'. 3 9 Soltante

5' | un nuovo filamento,

il filamento guida,

pud quindi allungarsi
—_ | in modo continuo

? 7| in direzione 5'— 3'
\"Frammenti man mano che
di Okazaki la forca di replicazione
procede.

© Laltro filamento
nuovo, il filamento
ritardato, deve

| accrescersi in direzione
5' 3'-» 5' attraverso
I'aggiunta di numerosi
brevi segmenti,

i frammenti di Okazaki,
che si accrescono

in direzione 5'— 3'
(qui numerati secondo
P'ordine con cui sono
stati prodotti).

Filamento
guida

Filamento
ritardato

0 Una ligasi lega
i frammenti di Okazaki.

Direzione complessiva della replicazione

Fonti: Sadava et al.,

2014; 2019; Solomon et al.,

Stampo

per il filamento

antcipato 2 L'elcasi catalizza b svoljimento
\ / cella doppia elica.

La DNA polimerasi |l catalizza
Fallungamento deal flamento anticipato.

Filamento
anticipato

Filamento

Frammento
di Ckazaki

Pmoteine leganti il DNA a singolo
filamento rendono b stampo
accessibile alla RNA primasi

] o alla DNA polimerasi Ill.

sinfetizza Niniziatore.

Stampo per il
fiamento ritardato

La DNA polimerasi lll catalezza
I'allungamento cel filamento
rtardato.
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Filmati
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(a) DNA polymerase lll holoenzyme
q Sliding clamp

SSB
, Leading strand

3ROV RN XSOOSO, 5
e : %82 .~ DnaB protein
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RNA primer Lagging strand
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(b) fragment
5'
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Primosome making
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Completed Okazaki fragment RNA primer to be replaced
with DNA by Pol I;
nick sealed by DNA ligase
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(c)

Newly

initiated Old Okazaki
Okazaki fragment fragment

Figure 24-15 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons

Filmati Fonte: Voet et al., 2006



Riassunto degli eventi della replicazione del DNA

Inizio della replicazione

La doppia elica si svolge, generando Elicasi e proteine che legano

stampi di DNA a singolo flamento il singolo filamento
Sintesi del filamento guida Sintesi del filamento in ritardo
Innesco Primasi Innesco Primasi
per i frammenti
di Okazaki
Allungamento  DNA Allungamento DNA
polimerasi dei frammenti polimerasi
Sostituzione DNA Sostituzione DNA
dell'innesco polimerasi dell'innesco polimerasi
di RNA di RNA con DNA
con DNA Unione
dei frammenti Ligasi

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Origine della replicazione

La replicazione del DNA inizia in
corrispondenza di una specifica
sequenza di basi, detta “origine
della replicazione”

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019

@ (La replicazions del DNA inizia a velo di un singolo sito di
origine dalla mplcazione nel cromosoma cikcolare battenco.

Filamenti cella doppia elca parentake

La mplcazione é compketata quando
le due forcelle di mplicazione si incontrano.

®  Fiament
dal DNA parentalks

=|=

In un comosoma aucariotico & I flamenti figli
sintesi dal DNA pud iniziare a inelio nacformati

di numerasi siti di ongina. <ONo in Msso

) -
: —

La sintasi procedo in entrambe
le disezioni lungo il cromosoma
i) Forelk
di eplicazione

circolare a partire da una ongine
dolka mpicaziomn.

Accmscimento

e N lie forcelle_—7

S —_—



La replicazione del DNA € bidirezionale sia nei Procarioti

sia negli Eucarioti, ma...

- nei Procarioti vi € un’unica origine
della replicazione (ori) e la ‘bolla’ di
replicazione é una sola

- negli Eucarioti vi sono fino a 1000
origini della replicazione e numerose
‘bolle’ di replicazione

Origine di replicamons

@ La replicazione iniza a livelo o it
specifici dave | gue filament genitor
sl separano per formare & balle
di replicazione

9 Man mano che ia repicazions
del DNA proosde In entrambe
e direziory la bole sl espandono
ateramente,

© A termine ol processo ke balle

Forche

M Figura 11-12 Lareplicazione del DNA é bidireziona-
le. | filamenti guida e i filamenti “in ritardo” non sono rap-
presentati in figura. (a) Il cromosoma circolare di E. coli ha
una unica origine di replicazione. La sintesi di DNA inizia in
un punto e da quello procede in entrambe le direzioni finché
le due forche di replicazione si incontrano. (b) La fotografia
al microscopio elettronico a trasmissione mostra 2 forche di
replicazione (frecce) in un segmento di un cromosoma eu-
cariotico che & stato parzialmente duplicato. (c) Il DNA di un
cromosoma eucariotico contiene molte origini di replicazio-
ne. La sintesi procede in entrambe le direzioni da ogni ori-
gine fino a che "bolle di replicazione” adiacenti non si in-
contrano (d). (b, per gent. conc. di D.S. Hogness e H.J.
Kriegstein).

Bolle di replicazione

Singola bolla di
replicazione

)

Forca di replicazione

Fiamanto parentgie

Fiamento fgio

di replizazons s fandono
completando la sintes

Due makecale fighs ol DNA

dei fliamenti figh,

(@) Negll eucariot, &
sitl lungo la moas

epicazione del DNA inizia 2 Indio di rumercsl
gigants gel DNA o clascun cromasoma.

(b} In questa micrograta eettronica sonNo wsicl
tre boke al repicaziang nel DNA dl cellule
di criceto in coltura, Le frecca indicano
la direzone ¢ repicazicne del DNA
al'estremita oi ogni bala (TEM).

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



La replicazione bidirezionale del DNA inizia da una origine (“ori”)
nei Procarioti (ad esempio in E. coli)

Bidirectional DNA replication: initiation

ssDNA binding protein RNA primase

Origin of
replication
DNA polymerase 1

‘ 53

5
Fork movement Leading Lagging 3"<<< Fork movement
3 strand 3 strand oo
5 : 5
3 | 3 3
Lagging | Leading

strand strand

s Overall direction of replication

Leadi i
L2294 g ot epcton 23018

Answer:

mx poi iif

strand OVERVIEW strand
__—DNA pol 1l
Leading
strand
5 ~Replication fork DhA ligase
Primase DNA pol |

Laggi -l
Al

va o

Nelle due forcelle opposte della “bolla” di
replicazione il filamento “guida” diventa “in
ritardo” e viceversa

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Voet et al, 2006



Negli Eucarioti la replicazione inizia in piu punti del cromosoma lineare, in regioni
“ORC” (“origin recognition complex”) a cui si legano altre proteine

(a) Origin of replication

Growth Growth
(®) Repéication beginning at 3 origins
4 s
v v v
hromosome
cl \\VI\’I:\::\) CI\\»I\\:Iv NSNPN
DNA NP OO OIS, AN WA TN AN
- - - - - -
¥
Sister ch tid T = =
DNA replicas A"
(daughter molecules) v
SNINT NI NI NSNS NN NINTNINININS NS NN NININD NSNS NTNTNTNSNTNTN
N NS NS N NG NL N N NP NG NP NL N NS NL N NS NLNL NS NS NP ND L NSNS NSNTN

Sadava et al., 2014; 2019;
Voet et al, 2006

Dimeric replicative

S \ 3
2 %I\SI S's > / :
1 3] 5I

direction of fork movement

leading-strand template l lotarglgilnr]gt:sr]t;:giotflznplate
of left-hand fork g

N “‘"sy /

/'
35! T most recently _/_——————‘& 3!
synthesized DNA

e

lagging-strand template -
of left—hand fark leading-strand template

of right-hand fork

3
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La DNA polimerasi ha inoltre un ruolo fondamentale nel riparo dei
tratti di DNA con basi errate o lesionate (‘mismatch repair’)

(2 Correzione di bozze del DNA durante la replicazione

aggiunge ka base caretta
e k& eplicazione proceds.

DNA, una basa shaghata

viene agqiunta alka catena HTRCIEANGI bl o

Durante & mplicazione dal “
via a base sbagkata,

proteine implicate nella]

I-Q . -
[oomeznom dalle bozze La DNA polimerasi }

in via di sintasi.

(b} Riparazione del disappaiamento /\ \\,

Curante & replicazions del DNA Le proteine che prendono paria DNA poli -
una basa viene a essere disappaiata. alla ripamzions dal disappaiamento | |12 DNA polimerasi
taghkano via la base disappaiata. aaggiunge b 8 conetta,

fc) Riparazione per escissione /V m m -\
—_— —

Una base del DNA é danneggiata Le proteine cella riparazione perescissione | | La DNA polimerasi
perdendo la propria funzione. tagkano via la basa danneggiata e akcune aggiunge ke basi conette.
basi adiacanti.

Per la scoperta di questo meccanismo di riparo del DNA
Paul Modrich ha ricevuto il Premio Nobel 2015 per la Chimica
insieme a Tomas Lindahl e Aziz Sancar

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



KUNGL. % The Nobel Prize in Chemistry 2015
5| VETENSKAPS- Tomas Lindahl, Paul Modrich, Aziz Sancar
AKADEMIEN

bases

3'—>5’ o3’
Exonuclease X
hydrolysis site

Figure 24-7 Fundamentals of Biochemistry, 2/e
© 2006 John Wiley & Sons

Fonti: https://www.nobelprize.org; Voet et al., 2006



Attivita di “correzione di bozze™ (“proofreading”) della DNA polimerasi

La DNA polimerasi non copia il DNA in modo
perfetto, ma commette un errore pit 0 meno ogni
miliardo di basi copiate

Alcune DNA polimerasi (non tutte) sono in grado di
eseguire la correzione degli errori muovendosi
all'indietro di una base ed esercitando una attivita
esonucleasica in direzione 3’-5’ che taglia la base
errata (“proofreading” o “correzione di bozze”)

Dopo il taglio della base errata, la DNA polimerasi
inserisce la base corretta in direzione 5’-3’ e
prosegue nella replicazione

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002
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DNA polimerasi nei Procarioti

Enzima Funzione Attivita esonucleasica*
DNA pol | Riparo del DNA e replicazione 5-3'e 3'-5°
DNA pol Il Riparo del DNA 3'-5°
DNA pol Il Complesso multimerico,
principale enzima della replicazione 3'-5°
DNA pol IV eV Sintesi da translesione (TLS) No

*attivita di sintesi del DNA &€ SEMPRE in direzione 5-3’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



DNA polimerasi negli Eucarioti

Enzima Funzione Attivita esonucleasica’
DNA pol a Allungamento degli RNA primer No

DNA pol 3 Riparo del DNA No

DNA pol y Replicazione del DNA mitocondriale 3'-5°

DNA pol Principale enzima della replicazione 3'-5°

DNA pol ¢ Replicazione del DNA (filamento guida) 3'-5'

DNA pol n Sintesi da translesione (TLS) No

*attivita di sintesi del DNA € SEMPRE in direzione 5-3’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



DNA polimerasi da translesione (TLS)

R /
Se avviene un danno al DNA sul filamento guida, la replicazione si ferma su questo

filamento, ma prosegue sul flamento in ritardo fino a quando la DNA polimerasi sul
filamento guida e sostituita da una DNA polimerasi da translesione (TLS)

La DNA polimerasi TLS permette alla replicazione di proseguire, dopo avere “saltato”
Il gruppo di basi lesionato, che sara poi riparato con qualche errore

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Ultraviolet light

f Thymine dimer
I I I G T=T g I I I

GCT GTA
CGACAACCAT
| I O |

- | dimeri di pirimidine sono una tipica lesione molecolare del
DNA provocata da esposizione a raggi ultravioletti A (UVA,

400-100 nm)

- Gli UVA “saldano” insieme due pirimidine, vicine sullo stesso
filamento, deformando il DNA e bloccando la replicazione

Se non riparati, i dimeri di pirimidine sono una delle
cause principali del melanoma, un tumore della pelle

Dimeri di pirimidine (timina o citosina)

Before

Incoming
UV Photon

(8) Cyciobutars thymine dmer

b)6-4

Per la scoperta del meccanismo di riparo di queste lesioni del DNA, Aziz Sancar ha
ricevuto il Premio Nobel per la Chimica 2015 insieme a Tomas Lindahl e Paul Modrich

Fonti: Karp, 2002; Sadava et al., 2014; 2019; https://www.nobelprize.org




Riparazione del DNA a livello dei telomeri:

'’enzima telomerasi

Elizabeth Blackburn e la sua allieva Carol Greider, studiando il
ciliato Tetrahymena termophila, scoprirono nel giorno di Natale
1984 I'enzima telomerasi, una trascrittasi inversa che “ripara” le

Palm (active site)

Template

p123/Est2p
polymerase
domain

a

estremita delle molecole di DNA usando come “stampo” RNA

Origing of replication
5 / \ \ DHA o

3 14 19} 19} 5
-— —i- -— * —- -— — -
N A Y i WS
Tw e N e N
. A .{
¥ 5
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Té&.
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N
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¥
%5 Telomerase
ga—r reverse transcriptase
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=L
lemplate
region

Template region

Copyright @ 2006 Nature Publishing Group
Nature Reviews | g Discovery

Internal RNA template

/—AAUCCCAE\U ‘\ &

Telomerase

;GGTTAGGGTTA| 3'

/—AAU CCC.’L\AU"\ s

DMNA synthesis

y /_AAU CCCAAU"\ 5

Telomerase translocation

5! s GG BGGGTT AR GGTTA| 3'
/‘A?—».U CCCARUT™ .

DMNA synthesis

Fonte: Greider and Blackburn, Cell 43: 405-413, 1985



Removal of tha ANA primer lsads o
rlening of C
ch round

n
a

Funzionamento
della telomerasi

! @ the gap where
Gap Py r DNA repllcation
has been removed

La telomerasi a trascrittasi inversa (“telomerase reverse
transcriptase”, TERT) € una proteina con attivita
retrotrascrizionale che usa come stampo una molecola di RNA
per replicare i telomeri dei cromosomi degli Eucarioti

La sequenza dellRNA stampo, 5CAACCCCAA 3/, si appaia con
I'estremita 3’ del filamento di DNA con la sequenza d(TTGGGG)

Una sequenza parziale TTG e aggiunta al telomero, poi 'enzima
si ferma e trasporta lo stampo di RNA per iniziare la sintesi del

: DNA in unita ripetitive di 6 coppie di basi
TERT di Tetrahymena sp. : i
La telomerasi di Tetrahymena pausa sempre in corrispondenza

della prima G della sequenza ripetuta

Fonte: Greider and Blackburn, 1985



Applicazioni degli studi sul
meccanismo di replicazione del DNA:
la reazione a catena della polimerasi
(Polymerase Chain Reaction o PCR)

Da una piccolissima quantita di DNA genomico e
possibile ricavarne una quantita sufficiente per
studi o analisi, “amplificando” (copiando molte
volte) il campione tramite PCR

L'enzima (Taq polimerasi) usato per “amplificare” il
campione di DNA iniziale € SPECIALE, perché
funziona a temperatura elevata (72 °C), di norma
incompatibile con l'attivita enzimatica

L’enzima €& stato estratto dall’eubatterio
ipertermofilo Thermus aquaticus, che vive nelle
sorgenti termali del parco di Yellowstone (USA)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; http://www-biology.ucsd.edu
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LL'amplificazione del DNA e I'analisi dei campioni
amplificati permette una identificazione precisa di ogni
individuo (“DNA fingerprinting” o “DNA profiling”)

=
=]
Fram far m-c-ampla a o - - g
drop of blood ..~ %, A e 2
..-/ LS s - PF L)
'i. _.-"/ z": ~ 5 .-“\,‘ .-"'K ix_‘t g
i -~ - -~
/’1*1“"' ~ ’ |.*"~.." O~ ’F‘\..' i1 2
- =
"ﬂ#"‘\::"‘_z P \ ‘-q“" W a | f“-ﬁ." E
f "‘i!'_. e an individual - ) 4{._‘ -~ -9
b segment of a DNA i o J
“molecule is extracted - - =
By raising the temperature  The temperature is lowered <
to about 90°C the strands about 55°C and synthetic z
are separated. DHA framgents are added. -
These bind to the strands H
at the correct positions. =
By cycling through o]
.___. the threa | et
temperatures R R e
..,,I | the strands w_ri ﬂ:ﬂm‘é';‘r‘ Blood Sample
e **,,___"‘lu ‘4\:‘]- e R
-.,*_1 g ¥ ‘| separated - T N AN A e
|""h.. .‘*J’" and e e S
"‘1..,_‘ "'“1.." buili up T e '.~j‘
L T,
) ——LE PCR-copy milliors of | © ¢
A — coples an
The whal howr ...
The temparalure s now 8 whela process worls

raigad to aboul 70C and

the anzyme DNA polymerase
which s adeed builds up bwe
new complate copies of the
DA strands.

Fonti: Sadava et al.,

ke & copying machine,

2014, 2019

https://www.s-cool.co.uk

¥-ray photographic

sheet placed over
membrane, and later
developed to reaveal
series of DNA bands

Two kinds of fingerprints

a) Cun?entnmﬂ fingerprint
b) DHA fingerprint

"~ DNA from white
. blood cells
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- Mixed with restnctlun
endonucleases to
obtain DMA fragmenits

DNA bands transferred to
nylon membrane, which is
then incubated with radioactive
probes (Complementary DNA
wih radioactive nucleotides)
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gel and seperate by

\ electrophoresis
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at back
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Fonte: Jobling and Gill, Nature Reviews 5: 739-751, 2004

Vari tipi di sequenze del DNA nucleare e
mitocondriale sono usate a scopo forense



Lidentificazione del DNA individuale e
fondamentale in criminologia o nei casi di
accertamento di paternita

Crime Scene ' l
Suspect 1 ] ") ' | l
) ' I t

Suspect 2
l DNA ANALYSIS Nae
Suspect 3
A picture of the agarose gel (autoradiograph) from an EcoRI digest of
crime scene DNA and DNA from the suspects.
Suspect 4 = ¥ S
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blood Y =
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Victim’s 1 =
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Fonte: Jobling and Gill, 2004



Il primo genoma interamente sequenziato e stato quello
del virus batteriofago fx174 (5375 nucleotidi) nel 1980

Frederick Sanger (1918 - 2013)
Due volte Premio Nobel per la Chimica (unica persona
ad averlo ricevuto due volte in questa disciplina)

- nel 1958, per la scoperta del metodo per
sequenziare gli amminoacidi nelle proteine e per il
primo sequenziamento di una proteina, lI'insulina...

Human Insulin

... € nel 1980 (insieme a W. Gilbert

*@ e P. Berg) per la scoperta del o . :

~@- metodo di sequenziamento = e

4 o “dideossi” del DNA (metodo di et S e
i) ")m Sanger) che ha permesso di

e sequenziare per la prima volta un

intero genoma (quello del
batteriofago fx174) e di iniziare il
Progetto Genoma Umano

FIGURA 149 | Un didesossinucleotide.
dideso:
b

Nel 1993 Sanger partecipo alla fondazione di un Istituto di ricerca che porta il suo nome
(“Sanger Institute”) che ha dato un contributo fondamentale al sequenziamento del genoma
umano ed é tuttora uno dei piu importanti centri di ricerca genomica del mondo

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; https://www.nobelprize.org



Metodo di Sanger (o dei dideossinucleotidi)
per il sequenziamento del DNA

AC

-

DNA Length

i«

= rero0OPrPO0=-0r=0r=-=——-->0- 000

NH,

-

e

Didesossi-adenosina
trifosfato (ddATP)

template strand

=

FIGURA 14-9 Un didesossinucleotide.

| didesossinucleotidi sono nucleotidi particolari, modificatiin quanto
mancano del gruppo ossidrile in posizione 3’ e percid il loro inseri-
mento determina l'interruzione della catena di DNA che si sta for-
mando.

AGT GTAAAGCCTGBGGGTGCCTAATGAGTGAGOCTAACTCACAT T TAA
" 200 1 220

TrecaeTTe ccae CGGG

J\A_f\"/\" il /\ AW \/\,'\AM /\

FIGURA 14-11 ] Risultati di un sequenziamento
automatizzato del DNA.

Il computer produce la serie di picchi illustrata mediante la lettura
. ] delle bande fluorescenti sul gel. La base adenina & mostrata in
verde, la guanina in nero, la citosina in blu e la timina in rosso. La se-

quenza del DNA decifrata dal computer appare al margine supe-
riore della stampa.

“I was just a chap who messed about in his lab”.

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



