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I componenti chimici di una cellula

Le cellule contengono 4 famiglie principali di piccole
molecole organiche:

subunita macromolecole
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UN PROFILO DEI TIPI PRINCIPALI DI NUCLEOTIDI E DEI LORO DERIVATI CHE SI INCONTRANO NELLA CELLULA
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da un segno primo (°); si parla quindi di “C 5 primo” ecc.
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Il legame fosfodiestere
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Il legame fosfodiestere

Il complesso enzimatico catalizza
I'aggiunta di nucleotidi

all'estremita 3' di una catena di
DNA in allungamento, formando

legami fosfodiestere tra

'OH legato al €3" dell'ultimo
nucleotide gia unito alla catena in
allungamento e

il gruppo fosfato legato al €5 del
nucleotide aggiuntivo
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Il legame fosfodiestere

L'aggiunta dei nucleotidi all'elica 5
hascente richiede ovviamente
energia che viene fornita dai
nucleotidi stessi.

Nella reazione di polimerizzazione
sono utilizzati nucleosidi trifosfato
i quali liberano I'energia sufficiente
per la formazione del ponte
fosfodiesterico in seguito alla
rottura del legame ad alta energia
esistente tra il primo P e gli altri 2

La successiva idrolisi del

gruppo Pi-Pi (pirofosfato) rende la /

reazione irreversibile.\ Ppi
Z \
P
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Il legame fosfodiestere

Le catene di acido nucleico vengono
sintetizzate a partire da nucleotidi
trifosfato ricchi di energia, tramite
una reazione di condensazione che
libera pirofosfato inorganico, mentre si
forma il legame fosfodiestere
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Molecole direzionali

Gli acidi nucleici hanno una precisa
direzionalita, cioé una polarita strutturale:

Gli acidi nucleici sono sintetizzati dal ' al 3’
‘la sequenza nucleotidica viene scritta nello
stesso ordine

estremita 3'




DNA e RNA

Entrambi sono polimeri
lineari di nucleotidi.
L’RNA differisce dal
DNA in tre modi:

1. contiene ribosio
invece di desossiribosio
2. contiene la base
uracile (U) al posto
della timidina (T)

3. esiste come filamento
singolo e non doppio.

LE QUATTRO BASI DELI’RNA
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RNA

SINGOLO FILAMENTO DI RNA

L’RNA ¢ a singolo filamento, ma contiene piccole regioni
locali in cui le basi si accoppiano in modo complementare per
un processo di ripiegamento casuale. Le regioni in cui le basi
sono accoppiate si possono vedere al microscopio elettronico
come ramificazioni della catena.

AN Y T

€< legame idrogeno

FOTOGRAFIAAL MICROSCOPIO
ELETTRONICO DELL’RNA

basi

ossatura di zuccheri fosfati




RNA

Molecola di RNA: una singola elica che puo assumere una
struttura di ordine superiore formando dei tratti a doppio
filamento grazie alla formazione di legami idrogeno intraelica
fra le basi complementari

Distinguiamo diversi tipi di RNA:

hhﬁm ST
'c¢ legame idrogeno
| A ' i

1.  rRNA: sintesi proteica

2. mRNA: porta l'informazione
3. tRNA: trasporto degli aa sul mMRNA
4

scRNA: piccoli RNA citoplasmatici:
componenti di ribonucleoproteine:
es. SRP

snRNA: splicing
6. snoRNA: matuazione dell'rRNA

7. microRNA (miRNA): regolazione
dell'espressione genica

o




Struttura degli acidi nucleici

RNA

Singola catena

DNA

Pirimidina
Purina

a) Doppia elica

Doppia catena

HO .£«— .G BiLIe|0d



- s Struttura del DNA

I| DNA ¢ costituito da 2 catene (eliche)
polinucleotidiche che sono fra loro
complementari ed antparallele.

Questa doppia elica presenta 2 montanti
zuccheri-fosfato con carica negativa

!

uniti dalle basi azotate che si legano con
legami idrogeno secondo le rigide regole
o3nmm - dell'appaiamento della basi

Pirimidina

Purina

a) Doppia elica I



GLI ACIDI NUCLEICT - STRUTTURA DEL DNA

OSSATURA DI ZUCCHERI FOSFATTI DEL DNA
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La struttura del DNA: appaiamento della basi

I due filamenti di DNA sono tenuti
insieme nella doppia elica da legami H tra
le basi dei 2 filamenti opposti: pertanto
tutte le basi (elementi aromatici con
scarsa affinita per l'acqua) sono rivolte
verso l'interno dell'elica, mentre l'ossatura
Z-P rimane all'esterno

A appaia con T e G con C. In entrambi i
casi una purina si appaia con una
pirimidina

In questa disposizione ogni coppia ha lo
stesso ingombro e le due ossature Z-P
riescono a mantenere tra loro una
distanza costante

Come conseguenza di queste rigide regole di appaiamento, ogni catena di DNA contiene
una sequenza nucleotidica esattamente complementare alla sequenza nucleotidica della
catena cui si lega: questo fatto ha un'importanza fondamentale per la copiatura del DNA



Estremitad 5'P

HO .£=—.§ BlLIEI0d

Adenina

Estremita 3°' OH Guanina

b) Orientamento antiparallelo dei filamenti e
complementarieta delle basi

DNA: eliche antiparallele

Estremita 3'OH

Timina 0

Citosina 5 0

Estremliti 5P

Polarita 53 OH

Le 2 singole eliche sono
antiparallele, questo
significa che le eliche
corrono in direzioni
opposte avendo
entrambe la stessa
polarita:

5P =) 3'OH
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Purina

Pirimidina

a) Doppia elica

Struttura del DNA

DNA:
2 catene polinucleotidiche complementari ed
antparallele

sono avvolte nello spazio, intorno ad un'asse
virtuale in modo da formare un'elica avvolta in
senso destrorso

Diametro dell'elica: 2 nm

Per rispettare la distanza del diametro tra le

due eliche complementari se su un'elica e

presente una purina su quella complementare ci

deve essere una pirimidina.

Non possono affrontarsi 2 purine o due

pirimidine quindi il numero delle purine & uguale

al numero delle pirimidine.

Coppie canoniche: T-A (2 legami-H)
T G-C (3 legami-H)




GLI ACIDI NUCLEICT - STRUTTURA DEL DNA

LA DOPPTIA ELICA DEL DNA ossatura di zuccheri

In una molecola di DNA ~ fosfa’rL R
due filamenti 5 . A i N A
antiparalleli con S g WA
sequenza nucleotidica =] |T 5| S ,L' T
complementare sono 5 s | = |© ;;

accoppiati in una doppia v | A PAY |C r/ kle ami
elica destrogira con . base 2L - ; dr‘g eno ¢
circa 10 nucleotidi per g

giro. <——un giro dell'elica = 3,4 nm——

Modello a spazio
pieno del DNA.

fessura principale ~ fessura secondaria




Acidi nucleici: le basi azotate contengono |'informazione genetica

estremita 5'

0—pP=0 N NH
In una singola catena si oy O%N | N
identifica uno . p
scheletro di zuccheri e fosfati °] =
Da questo scheletro 'o—|:=>=o \H,
[ NN
sporgono le basi azotate EH2 < Nj\
O
E' proprio nella sequenza o—beo o
delle basi azotate che & c:) Lo
contenuta CH o NS0
I'informazione genetica k| |>‘
ovvero tutte le informazioni 0
hecessarie per costruire le =~ o—f=0
proteine che saranno 7L L
5CHy o~ N7 70

utilizzate per la vita della
cellula e dell'intero 3
organismo 1

estremita 3'

Ruolo piu
importante dei
nucleotidi:
Immagazzinare e
rendere
disponibile
I'informazione
genetica



La sequenza di un gene e’ data dalla sequenza delle 4 basi azotate
all'interno della doppia elica

Timina
Timina

A Citosina

.
IR
- -

a Adenina




La scoperta della struttura del DNA
avvenne alla Cambridge University nel
1953, da parte dell'americano James D.
Watson, ed un inglese, Francis H. Crick.
Il loro modello per la struttura del DNA
era principalmente basato su studi di
diffrazione dei raggi X, ottenuti da da
Maurice Wilkins e Rosalind Franklin.




La struttura del DNA

DNA: struttura a spirale. I 2 filamenti avvolgendosi uno sull'altro determinano 2 solchi nell'elica

Basi all'interno: Z-P all'esterno

Il piano delle basi & perpendicolare all'asse dell'elica
. . . . 1nm=10A
Piano dei Z-P: un angolo quasi retto con quello delle basi

A
v

Diametro dell'elica: 2 nm

Petl Ol_'_)f_.ﬁ el 0,34 nm

\- ‘ r - -
e 114

4 nm
tidi)

di zuccheri . &
e fosfati |

Basi adiacenti sono separate da 0,34 nm lungo l'asse dell'elica e formano tra loro un angolo di 36°.
La struttura dell'elica si ripete quindi dopo 10 residui di ciascuna catena.



Le diverse forme del DNA

DNA-Z: si origina in
regioni di DNA che
presentano citosine
metilate. La sua
presenza e associata
alla regolazione della
trascrizione.

7 _
FORMA B FORMA A FORMA Z
@ @ L'elica € avvolta nella
Normale doppia L'elica ha le basi inclinate ~ direzione opposta
s Ll ed una profonda (sinistrorsa). Si forma a
e.llcga in condizioni scanalatura principale e si concentrazioni elevate di sale
fipiche delle forma in condizioni e richiede molte coppie

cellule viventi disidratanti alternate C-G e G-C



Le proprieta fisiche del DNA

1. Densita
2. Viscosita

3. Denaturazione e rinaturazione

4. Assorbanza 2 Viscosita:

La viscosita di una soluzione &

1. Densita: data dal rapporto massa/volume

La diversa composizione in basi del
DNA si riflette nella diversa
capacita di disporsi in un gradiente
di densita. Le molecole di DNA si
troveranno nella zona di gradiente
con equivalente densita. La densita e
influenzata dalla conc. in C6

Una soluzione contenente DNA
ha una viscosita elevata,

che diminuisce con la
denaturazione

Bande del DNA (5N}

14
¢) La soluzione “pesante” nella Bande del DNA ("N}

viene i "leggero” nella
zona ad alta densita .

centrifugata zona a bassa densita

ad altissima

velocita

d) Con |"assorbimento
della luce ultravioletta - "
si pud determinare DNA “leggero
la posizione
delle molecole
di DNA all’intemo

della provetta DNA "pesante”




Le proprieta fisiche del DNA

3. Denaturazione e rinaturauzione

A 100°C tutti i legami idrogeno si rompono e il DNA diventa singolo a filamento.
DENATURAZIONE RINATURAZIONE

STATO NATIVO STATO DENATURATO STATO RINATURATO

Se il DNA ¢ lasciato a raffreddare
lentamente le due emieliche si
riappaiano di nuovo correttamente.



ASSORBANZA A 260 nm (UV)

Le proprieta fisiche del DNA
4 Assorbanza
L'assorbanza del DNA aumenta con I'aumentare della denaturazione.

Infatti, i singoli filamenti di DNA hanno una assorbanza maggiore rispetto al
doppio filamento di DNA.

.llu . .
Single-stranded DNA Curva di denaturazione del DNA
La Tm dipende dal contenuto di C-6
(3 legami idrogeno)
<
E [GC] = 35% 50% B6%
< 1.4
ay
o 13
<
D12
<
o 1.1
Q
v
75 RO RS a0 < 65 75 85
TEMPERATURA (C°) TEMPERATURA (€

La Tm (temperatura di melting,fusione) rappresenta la
temperatura in cui il 50% del DNA risulta denaturato.



Identificazione del DNA come materiale genetico

Nonostante il DNA fosse noto sin dal 1868, la sua
identificazione come materiale genetico € avvenuta solo nel
1944 ed e intimamente legata agli studi sulla virulenza del
microrganismo, il  Diplococcus  pneumoniae, o  piu
semplicemente pneumococco, che causa la polmonite nei
mammiferi. I pneumococchi possono esistere in 2 varieta:

1) provvista di una capsula polisaccaridica di

rivestimento che ne impedisce la fagocitosi;
2) | R: non virulenta| sprovvista di capsula.

1. Esperimento di Griffith, 1928 (114

2. Esperimento di O. Avery, C. MacLeod, M. McCarty, 1944 (2o14)

3. Esperimento di Hershey e Chase, 1953 ors)



Identificazione del DNA come materiale genetico: Esperimento di Griffith, 1928

ceppo S L )
it . Topo muore @
ottt dal cappo S R o
@)
. 00 —
Iniezione del ceppo  __.... _
nonvirulento R~ " ereomenie” - @ Topo vive @
tl:?apt? c{u‘:i’ sli iniettanFc; il topo vive
A . @ Topo vive @
oictlore. il eappo S eeso ope e
Iniezione del ceppo  So, @
nonvirulentoR ~ ==F

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

ceppo S ucciso

conilcalore Quindi, una sostanza presente nell'estratto S (chiamata principio
trasformante) era responsabile per l'induzione della trasformazione genetica dei batteri R in S.




Identificazione del DNA come materiale genetico
Esperimento di O. Avery, C. MacLeod, M. McCarty, 1944

Stabilirono che il principio trasformante era il DNA, purificandolo
da estratti batterici

Frazionamento dell'estratto
—--cellulare in classi molecolari
e

|
T / ',
-
e - 1
" ’-‘,—'} |
o
e~ L

polisaccaridi lipidi RNA proteine DNA

l R B

cellule R vive
Il DNA della specie patogena veniva assunto dalla specie innocua e
trasmesso fedelmente alle generazioni batteriche successive

2 (1/2 )



Identificazione del DNA come materiale genetico
Esperimento di O. Avery, C. MacLeod, M. McCarty, 1944

piastrare sul
trattamento terreno di

aggiungere DNA
con RNasi 4

ai batteri R

e

-

Miscela di DNA rimane solo produzione di
e di RNA il DNA trasformanti S

piastrare sul
terreno di
crescita

~ trattamento
con DNasi

aggiungere RNA
ai batteri R
: o

P

nessun
trasformante S

Miscela di DNA rimane solo



Identificazione del DNA come materiale genetico
Esperimento di Hershey e Chase

Alfred Harshey e Martha Chase stavano studiando nel 1953 un
batteriofago chiamato T2.

i65nm

DNA

corpo . gualna,
centrale _—
o nm
A
fibre

della /piastra Fotografia al M.E. del
coda  basale 1nm=10"m batteriofago T2

3 (1/3D)



Identificazione del DNA come materiale genetico: Esperimento di Hershey e Chase

Hersey e Chase sapevano che il virus T2 era costituito soltanto da DNA e proteine e che il
virus era in qualche modo capace di usare il proprio materiale genetico per riprogrammare la
cellula ospite per farle produrre nuovi fagi. Tuttavia, non erano a conoscenza di quale dei due
componenti, DNA o proteine, fosse la causa.

Assorbimento del fago su
E. coli ed iniezione del

0 , cromosoma fagico @ :
G Rilascio della progenie Degradazione del

in seguito a IiS.i della cromosoma batterico
parete batterica da parte di enzimi

\ specifici del fago

cromosoma cromosoma

fagico batterico
ospite
o(s:;illrueki'li( P )cr'omosoma

: fagico
E. coli X
Il cromosoma batterico

e completamente degradato

cromosomi

6 Le teste del fago Guaina, piastra fagici

vengono assemblate 205%/€ € fibre
Assemblaggio delle N . della coda del
particelle fagiche & .. fago

della progenie

@ Espreéslone dei geili del 9 Replicazione del cromosoma
fago per la produzione delle del fClQO _usando rna_‘rer'lall
3 2/3D) componenti strutturali batterici ed enzimi del fago



Identificazione del DNA come materiale genetico
Esperimento di Hershey e Chase

virus

materiale genetico:

’ proteina o DNA?

:
()

CENTRIFUGA

W

*
}'

virus liberi di involucri virali separati
- infettare E. coli dalle cellule infettate

3 (3/3D)



Le macromolecole - acidi nucleici

Tra le 4 famiglie principali di piccole molecole organiche contenute nelle
cellule, ora trattiamo i nucleotidi.

I nucleotidi si possono associare in lunghe catene formando gli
acidi nucleici.

Unendo semplicemente i nucleotidi con legami legami fosfodiesterici in
lunghe catene si formano le macromolecole cellulari: gli acidi nucleici

Le reazioni chimiche con cui vengono aggiunti i nucleotidi agli acidi
nucleici  presentano  importanti  caratteristiche comuni alla
polimerizzazione delle altre macromolecole (polisaccaridi, proteine).
L'acido nucleico si allunga applicando un nuovo nucleotide all'estremita di
una catena polimerica in crescita mediante una reazione di
condensazione

In tutti i casi la reazione é catalizzata da enzimi che garantiscono
I'incorporazione esclusiva del nucleotide del tipo giusto



Le macromolecole - acidi nucleici

La polimerizzazione, un nucleotide alla volta, in una catena lunga & un
procedimento semplice per fabbricare una molecola grande e complessa, dato
che ogni elemento viene ad aggiungersi grazie alla stessa reazione eseguita
ripetutamente dalla stessa batteria enzimatica

Gli acidi nucleici vengono sintetizzati impiegando 4 nucleotidi leggermente
diversi fra loro; inoltre nella catena polimerica le subunitda non vengono
montate a caso, ma in un ordine particolare: la sequenza nucleotidica

La funzione biologica degli acidi nucleici dipende rigidamente dalla specifica
sequenza delle subunita nella catena lineare. Per questo l'apparato che
polimerizza deve sottostare a un controllo molto fine e determinare con
esattezza la subunita da collocare volta per volta nel polimero in crescita



Compattamento del DNA:
Cromosomi
Cromatina

Telomeri e centromero

Organizzazione del genomi:
Introni ed esoni
Sequenze spaziatrici

DNA ripetuto: satelliti, LINES e SINES




ORGANIZZAZIONE SUPERELICOIDALE DEL DNA: I CROMOSOMI

Discrepanza tra la lunghezza del DNA di una cellula e lo spazio estremamente limitato
in cui fale DNA deve essere accolto:

cellula aploide
umana
A’ “

o S 1

(in forma completamente

distesa:

1,7 metri = 1700 mm)

Cellula Dimensioni del Dimensioni della Riduzione
materiale genetico cellula
(mm) (mm)
Batteriofago T4 | 0,06 0,00008 ridotto di 750 volte
!

Escherichia coli |1 0,004 250 volte pit lungo
.0 della cellula che lo
L contiene

Nucleo di una 3 x 10? nucleotidi 0,005 350.000 volte

superiore al diametro
del suo
contenitore




ORGANIZZAZIONE SUPERELICOIDALE DEL DNA: I CROMOSOMI

La superspiralizzazione della doppia elica intforno al proprio
asse ¢ la soluzione universalmente adottata per concentrare il
materiale genetico in un volume relativamente limitato

Le strutture ftridimensionali, di diversa grandezza e complessita,
generate dalla organizzazione superelicoidale della doppia elica e/o dalla
associazione del DNA con proteine che fungono da “rocchetti” di
avvolgimento della doppia elica, sono definite |

CROMOSOMI

Cellule procariotiche e organelli citoplasmatici delle cellule eucariotiche
(mitocondri, cloroplasti) hanno un singolo cromosoma

Le cellule procariote possono contenere, oltre al cromosoma principale, una
o piu copie di piccoli cromosomi accessori definiti plasmidi che sono
implicati nei fenomeni di resistenza agli antibiotici e di sessualita

Il patrimonio genetico delle cellule eucariotiche, diversamente da quello dei
procarioti, € ripartito in un numero definito e costante di cromosomi uguali
a due a due, detto

numero cromosomico diploide




L organizzazione superelicoidale de/ DNA: i cromosomi

I cromosomi umani. Il cariogramma

Nl
' 3 d 5

4 17 18




L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

I

Il DNA dei cromosomi dei virus e dei plasmidi

cromosomi virali hanno una notevole eterogeneita per quanto riguarda forma e dimensioni del DNA. In

rapporto alla forma del DNA i cromosomi possono essere distinti in alcune classi principali:

Cromosomi circolari a filamento unico O dove gli estremi 5’ e 3’ sono saldati covalentemente.

Cromosomi circolari a doppia elica in cui le estremita 5' e 3' di ciascuno dei due
filamenti sono saldate ad anello chiuso.

Cromosomi lineari a filamento unico

TNN—
ABC uvz
Cromosomi lineari a doppia elica ad estremita tronche =~
ApC

Cromosomi lineari a doppia elica ad estremita coesive che possono circolarizzare

ABC

I/ DNA dei\cromosomi batterici @ circolari a doppia elica

I/ DNA deilcromosomi mitocondriali e cloroplastici @
circolari a doppia elica

numero definito e costante di cromosomi uguali a due a due,

I/ DNA deicromosomi degli eucarioti

detto numero cromosomico diploide 100 e
. P XY




Compattamento del DNA:
Cromosomi
Cromatina

Telomeri e centomero

Organizzazione del genomi:
Introni ed esoni
Sequenze spaziatricli

DNA ripetuto: satelliti, LINES e SINES




L ‘organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

Cromatina

Il complesso tra DNA eucariotico e proteine si chiama
cromatina,

Le proteine principali della cromatina sono gli
Istoni.

Alta % di aminoacidi basici,

Lys e Arg: facilitano il
/ legame alla molecola di DNA

carica negativamente
\ Legami tra DNA e istoni:

idrogeno, ionico, forze di
Van der Waals.




L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

Cromatina

— ] —

Nucleosoma: L'unita strutturale
base della cromatina:

2 X H2A

2 X H2B

2 X H3

2 X H4

Su questo ottamero di proteine
istoniche si avvolgono 146 pb di
DNA (1,75 volte)

Cromatosoma: Nucleosoma + una
molecola di istone H1 che tiene
bloccati in posizione due giri
completi di DNA (166 pb) sul
nucleosoma



L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi
Cromatina

Il DNA é avvolto intorno agli istoni a formare i nucleosomi e sigillato

dall'istone H1. m si legano al DNA di
collegamento fra le particelle del nucleo dei nucleosomi. Infatti la
cromatina contiene una massa approssimativamente uguale di una
varieta di proteine cromosomiche non istoniche. Esistono pit di mille

tipi diversi di queste proteine, che sono coinvolte in un gamma di
attivitd, comprese replicazione del DNA ed espressione del gene

Particella del nucleo

del nucleosoma DNA di Proteina non
- collegamento istonica

Intervalli di 200 coppie di basi



Cromatina

La cromatina puo poi essere ulteriormente condensata da un avvolgimento in fibre
di 30 nm la cui struttura rimane ancora da determinare.

Particella del nucleo
del nucleosoma

22 .30 nm

Fibra da 10 nm

Fibra da 30 nm |

Le fibre di cromatina da 30 nm contengono circa 6 nucleosomi per giro.



L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

Cromatina

Fotografie al microscopio elettronico delle fibre di cromatina da
30 nm e da 10 nm.

/30 nm

M.E. <

\10 nm




L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi
Tstone Hi Cromatina

I # CO0H
HzN ) .. ..
Le interazioni fra le molecole dell'istone H1

+ sembrano importanti per il compattamento della
@ T cromatina a fibra di 30 nm.
1

nm

H1 si lega a regioni proteine che legano sequenze
specifiche del | specifiche di DNA
nucleosoma nucleosome oy :
Y@ = 9’ . fibra di
‘ | 30 nm

(@]

I nucleosomi
sono compattati

Tt




L 'organizzazione superelicoidale de/ DNA: i cromosomi, -
Cromatina e cromosomi AN UNUNONN TR

Il grado di condensazione della cromatina varia
durante il ciclo vitale della cellula. In cellule in
interfase:

Eucromatina
* la maggior parte della cromatina (ca. 90%)

* relativamente decondensata e distribuita in
tutto il nucleo /
* sotto forma dl organizzate in 'x /,-J
grandi anse (80%

-Circa il 10% della eucromatina, contenente T
i geni che sono trascritti attivamente, ¢ in 300 nm
uno stato piu_decondensato che permette la L}
trascrizione:|struttura di 10 nm
Eterocromatina
- Circa il 10% della cromatina interfasica
‘BN Aoy le [ ege] che assomiglia alla
cromatina delle cellule che attraversano la
mitosi
- e inattiva dal punto di vista della trascrizione
- contiene sequenze di DNA altamente ripetuto,
come quelle presenti in centromeri e telomeri.

1400 nm




Compattamento del DNA:
Cromosomi
Cromatina

Telomeri e centromero

Organizzazione del genomi:
Introni ed esoni
Sequenze spaziatricl

DNA ripetuto: satelliti, LINES e SINES




L ‘organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

| I cromosomi umani: I telomeri ,
3 sono gli elementi che devono esserci nella sequenza del DNA perchée

il cromosoma eucariotico possa replicarsi e poi segregare alla mitosi:

Telomero
: |dalle quali,
durante l'interfase, inizia la rephcazlone del
DNA in entrambe le direzioni

sito di attacco per |
microtubuli del fuso

Centromero

AEWEGH cappucci che  chiudono il
cromosoma alle sue estremita. Contengono
sequenze ripetitive che servono a replicare
le estremita cromosomiche e anche a
proteggerle, evitando che siano scambiate
per monconi di cromosomi rotti, che la
cellula deve riparare.

Telomero

Necessaru per la replicazione delle estremita delle molecole lineari di DNA
Seq telomeriche di molti eucarioti sono simili fra loro

Cons:s’rono di ripetizioni di DNA a semplice sequenza

® Nell'uomo la sequenza ripetuta & AGGGTT




L organizzazione superelicoidale del DNA: i cromosomi

I cromosomi umani. I centromeri
Il centromero € una regione specializzata del cromosoma che ha un ruolo
cruciale nell'assicurare la distribuzione corretta dei cromosomi duplicati
alle cellule figlie durante la mitosi

_Cr'oma‘ridi

I centromeri:
1) sito di associazione dei cromatidi fratelli

Fibre del 2) sito di attacco per i microtubuli del fuso
J fuso mitotico

3) proteine specifiche si attaccano al DNA
centromerico, formando il cinetocore, che
Cinetocore e il sito di attacco delle fibre del fuso

I centromeri sono costituiti da estese regioni di eterocromatina
che consistono di sequenze di DNA satellite altamente ripetitive



L organizzazione superelicoidale de/ DNA: i cromosomi
I cromosomi umani. Il cariogramma

I cromosomi metafasici sono cosi condensati che la loro morfologia puo
essere studiata usando il microscopio ottico.

Techiche d colorazione:

coloranti che distinguono tra il
DNA ricco di coppie AT da quello
ricco in copie CG

producono una figura di bandeggio
evidente e affidabile su ciascun
cromosoma

La disposizione delle bande
caratterizza ognhi cromosoma in
modo univoco permettendo di
identificarlo e numerarlo

Cariotipo: L'immagine del corredo
completo dei 46 cromosomi umani

e




Compattamento del DNA:
Cromosomi
Cromatina

Telomeri e centomero

Organizzazione del genomi:
Introni ed esoni
Sequenze spaziatricli

DNA ripetuto: satelliti, LINES e SINES




L'organizzazione dei genomi cellulari

. Haemophilus
| influenzae

&

E. coli

Eucarioti: genomi piu grandi e Micoplasmaﬁg‘ T

iU complessi .
P mp Batteri

Dimensioni dei genomi
eucariotici: non correlate
alla complessita genetica
(es. giglio e salamandra)

Grande quantita di DNA che
non codifica per proteine:

1. Sequenze spaziatrici

2. Introni
3. Sequenze di DNA
ripetitivo

Famiglie geniche
paia di basi 10°

)
v
Lievito

Funghi

2%

¥

Arabidopsis Giglio
Vegetali d

Drosof
Insetti

ila

« s

~_Rospo Salamandra
Anfibi “

L

AL

Uccelli

Mammiferi B

106 107 108

ollo

Uomo

10° 100 10% 10%?



L organizzazione dei genomi cellulari
Geni = sequenze uniche
Gene: segmento di DNA che é espresso per produrre un prodotto
funzionante (RNA o polipeptide)
Introni ed esoni
sequenza spaziatrice infrone 1 infrone 2 sequenza spaziatrice

esone 1 esone 2 esone 3

x Trascrizione

Trascritto 5 3
primario di RNA | T T
i Splicing
RNAm 5’ 3
codificante

rrici: sequenze hon codificanti
lunghe sequenze di DNA i :] che si trovano all'interno
che si tfrovano fra i geni ] | della maggior parte dei
geni eucariotici
DNA non codificante



L organizzazione dei genomi cellulari

La scoperta degli introni, 1977

P. Sharp e R Roberts Gene, hexon (proteina strutturale)
Adenovirus: genoma /_ﬁ\\

iccolo ed RNAmM prodotti - 4
!’Dn alta quantita i . . q DNA
Ibridi RNA-DNA al ME '~ acenovirts
Det le posizioni dei geni
virali esaminando ibridi  pNA q singolo O
DNA-RNA al ME. filamento Introne 3

Una singola molecola di
RNA ibrida con numerose

regioni separate del Estremita 5'

genoma virale. Quindi, del’/RNAm

I'mRNA non corrisponde Esone 2 Ibrido
ad un trascritto - . RNA-DNA
ininterrotto dello stampo S
di DNA, ma e assemblato Introne | Esone 3 H‘Hh___x#_ Z
da parecchi blocchi -~

dls.'.'l'!n'l'l N sequenza che Introne 2 Estremita 3'
originano da parti diverse dellRNAm

del DNA virale

e S



L organizzazione dei genomi cellulari

Il significato degli introni

*Struttura esone-introne di molti geni eucariotici e molto
complicata

‘La quantita di DNA nelle seq introniche é spesso
maggiore di quella degli esoni

*Gli introni occupano circa 10 volte pit DNA degli esoni
negli eucarioti



L organizzazione dei genomi cellulari

Il significato degli introni
‘Nella maggior parte degli eucarioti complessi (non in eucarioti semplici, es lieviti)

‘Non sono necessari per la funzione dei geni nelle cellule eucariotiche
esonel infronel esone?2 introne2 esone 3

DNA o) 3
9 E—

l Trascrizione

Splicing
RNAmM B l [ s 3’
5 UTR - 3'UTR
l, Traduzione
Proteina — I
1 30 104 146

*Si pensa che siano cio che rimane di sequenze che avevano avuto importanza
nhell'evoluzione

Ipotesi: Rimescolamento degli esoni: potrebbero avere aiutato ad accelerare
I'evoluzione facilitando la ricombinazione fra esoni di geni diversi

*E' infatti stato dimostrato che alcuni geni sono delle chimere di esoni derivati da
parecchi altri geni



Compattamento del DNA:
Cromosomi
Cromatina

Telomeri e centromero

Organizzazione del genomi:
Introni ed esoni
Sequenze spaziatricli

DNA ripetuto: satelliti, LINES e SINES




L organizzazione dei genomi cellulari
Struttura dei genomi

Genoma Umano
3 x 10° nucleotidi

|
DNA extragenico
75%
Non codificante Codificante DNA unico e a DNA ripetitivo
23,5% 1,5% basso numero 50%

|
ceion i[RI i | vicroaiii JRRSINE R LINE
controllo

Satellite

Geni e sequenze associate
25%

di copie
25%

|
Ripetuto in tandem 5% Disperso 45%




L organizzazione dei genomi cellulari

Sequenze di DNA ripetitivo
Una porzione sostanziale dei genomi eucariotici consiste di
sequenze altamente ripetute non codificanti (fino a
centinaia di migliaia di copie per genoma)
Dimostrate mediante studi della velocita di riassociazione
di frammenti denaturati di DNA cellulari.

Le [ II DNA totale di vitello
= P Cla e puo essere suddiviso in
3 frazioni in base alla
velocita di
riassociazione:

riassocia (%)
S

1. Sequenze semplici

Frazione del DNA che

100

S
10° 102 100 1 10 102 10° 10¢ 3. DNA a singola copia
Cot (M X sec)




L organizzazione dei genomi cellulari

Sequenze di DNA ripetitivo:
1. Sequenze semplici o DNA satellite
Serie in fandem di migliaia di copie di brevi sequenze

Satellite
Unita da 5 a 200 bp
Segmenti lunghi fino a

qualche centinaio
di kb

Minisatelliti
Unita da 6 a 50 bp
Segmenti lunghi fino a 25 kb

Microsatelliti
Unitadalabbp
Segmenti lunghi fino150 pb

1,60 - i

1,65 |

1,70

1,75

5-CACACACACACA-3’

1,80 -
gem™



L organizzazione dei genomi cellulari

Sequenze di DNA ripetitivo:
1. Sequenze semplici o DNA satellite

» «— lelomero (unita ripetute in
. tandem del minisatellite
AGGGTT). Lunghezza di
diverse kb.

a) DNA satellite: sequenze lunghe
b) DNA minisatellite: sequenze medie

c) DNA microsatellite: sequenze corte

«—Centromero (vari componenti di DNA
satellite. Lunghezza di diverse Mb.

- Microsatelliti (ampiamente

Queste sequenze In totale occupano il distribuiti nei vari cromosomi)

10% del DNA ripetitivo.

<«—DNA minisatellite ipervariabile
(particolarmente nelle regioni
vicine ai telomeri).



L organizzazione dei genomi cellulari

Frazione del DNA che

riassocia

Sequenze di DNA ripetitivo

IZ_?NA bovino
| ~_ DNAUI E. coli

10 10

101

1 10 107
Cot (M X sec)

103

104

I| DNA totale di vitello
puo essere suddiviso in
3 frazioni in base alla
velocita di
riassociazione:

1. Sequenze semplici

3. DNA a singola copia



L organizzazione dei _qenom/ cellulari
Sequenze di DNA ripetitivo:

Altre sequenze di DNA ripetitivo sono sparse per tutto il genoma invece di essere
raggruppate come ripetizioni in tandem.




L organizzazione dei genomi cellulari

Il numero dei geni negli eucarioti

DNA di una cellula umana aploide

3 x 10° coppie di basi

Sequenze altamente ripetute

1/3 del genoma:
1 x 10 coppie di basi

Geni funzionanti + pseudogeni +
sequenze spaziatrici non ripetitive

2 x 10° coppie di basi

Dimensioni di un gene medio,
compresi gli introni

10.000-20.000 coppie di basi

Stima del numero di geni hel genoma
umano

(2 x 10%)/ 20.000 = 100.000 geni

Sequenze che codificano proteine

3% circa del DNA umano

Stima del numero di geni hel genoma
umano corretta in sequito al
sequenziamento del genoma umano

circa 30.000 geni




fine



COME SI STUDIANO LE CELLULE

Dimensioni delle cellule

Microscopio ottico

MICROSCOPIA

Microscopio a fluorescenza
Microscopo elettronico

Colture cellulari

FACS

CELLULE Centrifuga

Frazionamento subcellulare

Centrifugazione in gradiente di densita

Southern ’
ACIDI NUCLEICI

Northern

Western

PROTEINE SDS page
Immunoistochimica




Come si studiano le macromolecole: le proteine

Per identificare una particolare proteina in una miscela totale di proteine si ricorre all'utilizzo della corsa
elettroforetica su gel, di un anticorpo specifico primario e di uno secondario coniugato con un enzima che

rivela un segnale colorimetrico. Questa tecnica prende il nome di Western blotting o immunoblotting.

(a) ELETTROTRASFERIMENTO  Incubazione con Abl(Y)e

Wb) LEGAME ANTICORPO ANTIGENE
Ak
Corrente o i .
elettrica
SDS-pliacrilamide gel Membrana Incubazione con Ab2 () coniugato con la FA e
lavaggio. Poi attivazione della reazione di
colorazione

SVILUPPQO

giunta
ubsTraT

(@) Le proteine totali vengono fatte migrare su un gel di poliacrilamide-SDS e trasferite su una membrana.

(b) La membrana viene incubata con un anticorpo specifico (Abl) che riconosce un epitopo specifico della proteina di
interesse. Dopo l'incubazione con l'anticorpo primario la membrana viene lavata per togliere I'anticorpo in eccesso.

(c) Lamembrana viene incubata con un anticorpo secondario (Ab2) che si lega al primario. L'Ab2 & covalentemente legato
all'enzima fosfatasi alcalina (FA) che catalizza una reazione cromogenica in presenza di un adeguato substrato. In
questo modo si forma un precipitato scuro che permette di visualizzare la proteina desiderata.




Marcatura di DNA, RNA, proteine

Gene P
DNA
Il
v
Il DNA viene tagliato con enzimi di RNAm del  Proteina del gene P
restrizione gene P
BT o TaV ¥ Wy B EESAA NN

DNA totale RNA totale Proteine totali
Taghrfo

-g—

elettroforesi

I

|

|

|

I .

|
frazionamento ||

|

|

]

|

|

|

Sou’rher'i\ blot Nor"rhﬁlr'n blot Wes’rér'n blot

‘ RJAm

DN% ge?\% P proteina
gene‘ >




>
Forweard
Rrimer  Backasard
primer
FParental strands — i
] I

Anneal Extend

First

cycle



RT-PCR

(retrotrascrizione)

RNA
WNINONSONSONSONSNSNSA AR

3’-end adapter
TTTT —
NN NUNUNUN L AAAA

A
First strand cDNA synthesis

Easyclone RT

PlugOligo Incorporation PlugOligo .,
B 16666~

: *0, :
AP ® 4 IP-solution

4

ds cDNA preparation by PCR PCR primer M1
[S—

GGGG
ccce

Amplified cDNA



Real-time PCR

(seconda generazione della PCR)

Calculation of real-time PCR efficiency

E=10-"sbpe = E =10 == E=10029 => E =199

M, = Ny % E™

...esiste anche una terza generazione della PCR: digital-PCR...



Come si studiano le macromolecole: le proteine

Le dimensioni e la composizione in subunita di una proteina possono essere

determinate mediante elettroforesi su gel di poliacrilamide in SDS (SDS-PAGE)
A B

campione caricato sul gel
con una pipetta

catodo

tfampone

gel —

proteinacon2 ___
subunita, Ae B, {{ 1,

unite da un ponte £

disolfuro |

contenitore di plastica

@ anodo

C

singola subunita

RISCALDAMENTO CON SDS E MERCAPTOETANOLO

="~ || - molecole di “&=
=/~ SDS cariche C

ELETTROFOREjI SU GEL DI POLIACRILAMIDE

S
B H
C [em—
A H

O]
gel di poliacrilamide



Identificazione e studio delle molecole all'interno delle cellule

Immunoistochimica

anticorpi di coniglio
diretti contro
I'antigene A

antigene A
immobi‘ lizzato

‘I

L !
K

Immunofluorescenza:
Fibroblasti embrionali di topo T3T;
tubulina in verde e DNA in blu

anticorpi accoppiati ad un
marcatore diretti contro
gli anticorpi di coniglio marcatore

Immunoistochimica:

Sovraespressione di p53 mutata in cellule
metastatiche epatiche provenienti da un tumore
colonrettale umano.



