DNA e replicazione del DNA




il Cellula-

Nucleo Cromosoma



Gia nel 1920, gli scienziati sapevano che 1 cromosomi erano
fatti di DNA ¢ proteine. In quel periodo fu sviluppato un
nuovo colorante che marcava specificamente il DNA e che
colorava 1 nuclei cellulari di rosso in maniera direttamente
proporzionale all’ammontare di DNA presente nella cellula.
Questa tecnica forni evidenze circostanziali che il DNA ¢ il
materiale genetico

Il DNA venne confermato essere una componente importante del nucleo ed e i
cromosomi che si sapevano portare 1 geni.

La quantita di DNA nelle cellule somatiche (cellule del corpo non specializzate per
la riproduzione) era il doppio di quella nelle cellule per la riproduzione (uova o
spermatozoi) come ci si sarebbe aspettato per cellule rispettivamente diploidi e
aploidi.

I1 DNA variava tra specie
Quando venivano colorate cellule di specie diverse, € 'intensita di colorazione

veniva misurata, ogni specie sembrava avere il suo specifico ammontare di DNA
nucleare



TABELLA 12-1 Cronologia di scoperte storiche relative al

D MNA

Data Scoperta

1871 Friedrich Miescher riporta la scoperta di una nuova so-
stanza, la nucleina, presente nei nuclei delle cellule. Oggi
sappiamo che la nucleina &€ una miscela di DNA, RMNA &
proteine.

1928 Frederick Griffith scopre una sostanza presente nei batteri
uccisi al calore che “trasforma”™ i batteri viwvi.

1944 Oswald Avery, Colin MacLeod e Maclyn McCarty identifi-
cano chimicamente il principio trasformante di Grifhith nel
DA

1949 Erwin Chargaff riporta le relazioni tra le basi del DNA che
forniscono un indizio sulla struttura del DMA.

1952 Alfred Hershey e Martha Chase dimostrano che il DMNA, e
non le proteine, & coinvolto nella riproduzione virale.

1952 Rosalind Franklin produce un'immagine di diffrazione ai
raggi X del DMA.

1953 James Watson e Francis Crick propongono un modello di
struttura del DMNAL Il loro contributo € considerato I'inizio
di una rivoluzione nella biologia molecolare che continua
tuttora.

1958 Matthew Meselson e Franklin Stahl dimostrano che la

replicazione del DNA & semiconservativa.

1962 James Watson, Francis Crick e Maurice Wilkins sono insi-
gniti del premio Nobel per la Medicina grazie alle scoperte
sulla struttura molecolare degli acidi nucleici*.

1969 Alfred Hershey & insignito del premio Nobel per la Medicina
grazie alla scoperta del meccanismo di replicazione e della
struttura genetica dei virus.

a I



1928:
EXP di Griffith FIGURA 12-1 Gli esperimenti di trasformazione di Griffith

Griffith stava cercando di sviluppare un vaccino contro la polmonite, quando scopri per caso il fenomeno
della trasformazione.

Scoperto il

Esperimento 1 Esperimento 2 Esperimento 3 Esperimento 4

Iniezione Iniezions Iniezione di cellule S Iniezione di cellule R vive
di cellule R di cellule S uccise al calore e cellule S uccise al calore

RISULTATI E CONCLUSIONI: Anche se né il ceppo R né il ceppo S ucciso al calore erano in grado da soli
di uccidere un topo, la combinazione di entrambi ¢i riusciva. L'autopsia dell’animale morto mostro la pres=rza
di pneumococchi vivi del ceppo 5. Questi risultati suggerivano che una qualche sostanza presente ne! L
S uccise al calore era in grado di trasformare le cellule R vive in virulente.




Figura 13.2 Latrasformazione genetica da DNA

METODO

18 Batteri virulenti
di ceppo S uccisi
termicamente

vengono
omogenizzati
e filtrati.
Ceppo S Ceppo S
(ucciso) (virulento)
filtrato

Si trattano i campioni
con enzimi che
distruggono
selettivamente RNA,
proteine o DNA

\

RMasi Proteasi DNasi

(distrugge 'BNA)  (distrugge le proteing)  (distrugge il DNA)

Si aggiungono i
campioni trattati
a colture di batteri
di ceppo R

Ceppo R
(non virulento)

RISULTATI

Batteri virulenti di ceppo S Solo
e batteri R batteri R
Le colture con estratti trattati ...mentre le colture
con RNasi o proteasi contengono trattate con DNasi

batteri S trasformati... non li contengono.




Batteriofago T2 ‘
Rivestimento Il batteriofago T2 si attacca
proteico alla superficie di un batterio

‘ e inietta nella cellula il suo

; 0,1 pum /' DNA, mentre il rivestimento
Batteriofago // proteico resta all'esterno.
S ’
; ; Batterio
Materiale genetico =,
del fago

~

a | geni virali si impadroniscono
l | dell'apparato funzionale

dell'ospite, che incomincia
| aprodurre nuovi virus. )

Cellula batterica £ 7
(E. coli)

"

0,5um

FIGURA12-2 Batteriofagi sulla superficie di una cellula batterica

Questa immagine al microscopio elettronico a trasmissione (MET) mostra
diversi fagi attaccati alla superficie del batterio Escherichia coli. Si noti il

materiale genetico del virus che viene iniettato nel batterio. é La cellula batterica
~=—— sirompe, liberando

| circa 200 virus.

N

Figura 13.3 Il ciclo riproduttivo del batteriofago T2 |l batteriofago T2 infetta
I'E. coli e dipende dagli apparati del batterio per la produzione di nuove particelle
virali. Il batteriofago é costituito interamente da DNA avvolto da un riveafiine=£o
proteico. Quando il virus infetta una cellula di E colié il suo DNA, e ni{l
a essere iniettato nella cellula ospite.




Figura 13.4 L'esperimento Hershey-Chase

METODO
Esperimento 1

I fagi vengono marcadti.
P & presente nel DNA ma

Esperimento 2

I fagi vengono marcati.
S & presente nelle proteine,

non nelle proteine. ma non nel DMNA

Proteine del

DMNA con 2P
capside con 3°s Batteri

I batteri vengono
infettati con virus
marcati.

Lragitazione in

un frullatore causa
il distacco dei virus
dalle cellule
batteriche.

batteriche sul fondo della provetta,
a formare un pellet. |l fluido
sopranatante contiene i virus.

==
1 La centrifugazione forza le cellule

La maggior
parte dell’>°s
& nel fluido

RISULTATI

La maggior sopranatante

parte del 32p con le capsule

& nel pellet virali.

con i batteri. g |
Pellet Liquido sopranatante w :
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Figura 12-3 Gli esperimenti di Hershey-Chase
COLLEGARE Spiegare come quislo esperimento supparta be scoperie precedents di Avery, Mcbeod & MeCarty che i genl sono campostl da acsdi nuckeici.

- [ESPERIMENTO cmm.r£|
L

Il materiale genetico dei virus batterici (fagi) & costituito dal DNA o dalle proteine?

SVILUPPARE UN"IPOTESI: i| DNA & | materale perotico dei vinus battenct

EFFETTUARE ESFERIMEMNTI: Hershey ¢ Chase produssers popolazioni fagiche che avevano o i DMNA o le proteine marcati radicalirvamente, in
engrambi i casi, infettarono ¢ batten con | fagi-e determinaraono se il DNA o l2 proteine venivano inieltat nelle cefiule batteriche per desgere la formazione

di musove particelle virall,
,I = =5

O | fagi marcati sy B Le collule vengono agitate in un omoegeneizzatore o e E) Pellet @ sopranatante

radioattivamante centrifugate. | batter, che sono pil pesantl, s depositanc vargono studiati
infettano le cellule batteriche.  sul fondo e formano il pellet. | fagl e le lora frazioni, che per valutarme fa
sono pid leggerd, imangono nel sopranatante. racioattivitd.

Esperimento B,
con [}Mhnmmw

con P (rosso)

RISULTATI E CONCLUSIONI: || ricercalon riuscirons 3 separare gli irvolsen protescl des fagi marcali con Msotopo radioattes S (3 sinisira) dalke
cellube batteriche miettate senza mterfenee con la rproduzione ded vinus. Invece, non fuscirona a separare il DNA virabe marcato oon || mdiossatopo HP {a

destra) dalle celfude batteriche infellate. Questo dimostrd che il DMA vikle entra nelle cellule battenche ed & richiesio per la sintess di nueve panioelle virali.
Pertanto, ¥ ONA & il maleriale genetioo det fagl

Fomile: Hershey, AL and M. Chase (1952) independent functiong of viral protein and nucleic acid n growth of bacterophags. The Journal of Genenal
Phpsrofogy 36(1) 39-55-




Figura 13.5 Lacristallografia ai raggi X fu determinante Il pattern del DNA é altamente regolare e ripetitivo. (B) Rosalind

per individuare la struttura del DNA (A) £ possibile determinare Franklin, sulla destra, e a sinistra la sua celebre «foto 51» della

la posizione degli atomi in una sostanza chimica cristallizzata diffrazione che permise ad altri scienziati di individuare la struttura
in base al pattern di diffrazione dei raggi X che la attraversano. a doppia elica del DNA.

(A)

Fascio
di raggi X

. Queste macchie
Sorgente Schermo Campione Lastra corrispondono ai raggi X
diraggi X di piombo di DNA fotografica diffratti dal DNA




