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BIOLOGIA

Bios logos = studio della vita

lutrizione: capacita di trasformare le sostanze e di ricavare energia, eliminando i prodotti
i rifiuto

rescita e cambiamenti: non solo in dimensioni , ma anche differenziandosi e morendo
lovimento

isposta agli stimoli

iproduzione : capacita di dare origine ad esseri simili a sé stessi



erché studiare la biologia
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rizzazione delle nostro cellule per migliori approcci
terapeutici
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Protezione degli ecosistemi
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ione delle malattie genetiche

The Scientist
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Update: The WHO has issued a statement announcing
three laboratory-confirmed cases of wild poliovirus
type 1 in Borno State.

Polio Reemerges in Nigeria
Prior to last week’'s announcement of newly confirmed c...

the-scientist.com
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under the microscope:
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Nuove cure contro il cancro
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From NIH Research Matters: Researchers found thz
a fast-acting insulin from the cone snail can bind an
activate the human insulin receptor. The 3-D structt
and other findings from the study provide insights fc
designing rapid-acting insulins to better manage
diabetes. Keep reading -->

Cone snail venom reveals insulin insights
A study of a fast-acting insulin from the cone snail provi..
nin.gov

Nuove molecole da usare come farmaci

| batteri, nostri amici e nemici



>i stima che vi siano piu di 10 milioni — forse
00 milioni — di specie viventi oggi sulla Terra

La maggior parte degli organismi viventi e
stituita da singole cellule; altri come noi sono
nulticellulari in cui gruppi di cellule svolgono
nzioni specializzate e sono collegati da sistemi
omplessi di comunicazione. Ma in tutti i casi,
he si tratti di un batterio o di un aggregato di
iu di 10%3 cellule che forma un corpo umano,
ntero organismo e stato generato da divisioni

cellulari di una singola cellula.
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Cellula = unita fondamentale della vita



The view of a cell by:

a biologist

BASI CHIMICHE
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La composizione molecolare delle cellule
Composizione chimica approssimativa di un batterio tipico e di una cellula tipica di
mammifero

Percentuale del peso cellulare totale

Componente cellula di
mammifero
H,O 70

loni inorganici

(Na*, K+, Mg?*, Ca?*, CI, HPO,%, HCOy')
Zuccheri, a.a., nucleotidi, acidi grassi (e
precursori) e altre piccole molecole
Fosfolipidi

Altri lipidi

enti carbonio

MACROMOLECOLE

o

Volume cellulare totale 4 x 10° cm?
Volume cellulare relativo 2000
Proteine, polisaccaridi, DNA e RNA sono macromolecole. TTipidi non sono

generalmente classificati come macromolecole.



H,0
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Figura 1.1 La molecola dell’acqua {H,0).

Caratteristiche dell’H,0
0 € una molecola polare con una carica leggermente
iva (6-) in corrispondenza dell’atomo di ossigeno e una
leggermente positiva (6+) in corrispondenza dell'atomo
rogeno. A causa della loro polarita le molecole di H,O
)ssono formare legami idrogeno (linee tratteggiate).

Questo ponte ¢ il legame idrogeno, forte nel tenere
sieme” le molecole, ma appena un trentesimo della forza
legame covalente fra idrogeno e ossigeno all’interno della

molecola.
% De Leo, Ginelli, Fasano
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& Figura 1.2 |1 quattro legami idrogeno che possono essere formati
da una molecola d'acqua. Lo schema non rispetta la reale disposi-
zione spariale, tetraedrica, essendo 'ossigeno in ibridazione sp.



A causa della loro polarita le molecole di H,O possono formare legami
idrogeno anche con altre molecole polari e possono interagire con ioni H 20

carichi.
Come risultato di tali interazioni, ioni e molecole polari sono facilmente

solubili in H,O : IDROFILICHE
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= Figura 1.7 Reazione di solvatazione del clorure di sodio. E stato & Figura 1.8 Reazione di solatazione del gluco-
indicato un numero arbitrario di molecole di acqua intorno a cia- si0. Sono i gruppi alcolici (OH) che POSSONO for-
scun lone. mare legami idrogeno con le molecole di acqua.
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rario, molecole non polari, che non possono interagire con I’H,0, sono
olubili in un ambiente acquoso: IDROFOBICHE. Conseguentemente, le
le non polari tendono a minimizzare il loro contatto con [|'H,0,
ndosi, invece, strettamente tra loro.

“testa™ polare
/ Molecola

/Qﬁ anfipatica

“coda" apolare

ia
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{a[V L]
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ACUa

Biologia e Genetica .40 acquoso. (@) hicelle, (b) monostrato molecolare, (€) liposc

% De Leo, Ginelli, Fasano wll Figura 19 Possibili organizzazioni di molecole anfipatiche in
EdiSES



La composizione molecolare delle cellule
Composizione chimica approssimativa di un batterio tipico e di una cellula tipica di
mammifero

Percentuale del peso cellulare totale

Componente cellula di
mammifero
H,O 70

loni inorganici

(Na*, K+, Mg?*, Ca?*, CI, HPO,%, HCOy')
Zuccheri, a.a., nucleotidi, acidi grassi (e
precursori) e altre piccole molecole
Fosfolipidi

Altri lipidi

enti carbonio

MACROMOLECOLE

o

Volume cellulare totale 4 x 10° cm?
Volume cellulare relativo 2000
Proteine, polisaccaridi, DNA e RNA sono macromolecole. TTipidi non sono

generalmente classificati come macromolecole.



Macromolecole sono polimeri formati da
unita ripetute di sostanze semplici che
prendono il nome di monomeri.

1. Proteine: polimeri di aminoacidi - Legame peptidico

2. Polisaccaridi: polimeri di monosaccaridi - Legame glicosidico

3. Acidi nucleici: polimeri di nucleotidi - Legame fosfodiesterico

4. | lipidi non sono macromolecole perché non sono divisibili in maniera simmeti
in parti uguali



POLISACCARIDI SONO POLIMERI DI MONOSACCARIDI

Monosaccaridi dal greco monos: singolo, sacchar: zucchero

ono composti organici formati da carbonio, idrogeno e ossigeno (carboidrati).

iserva energetica € sono componenti delle strutture di sostegno delle piante e delle paret
tteriche. Inoltre sono componenti essenziali degli acidi nucleici

*Sono p0111dr0381a1deld1 0 pohldrossmhetom a seconda se 1l carbomle
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Monosaccaridi
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« Figura 1.14  La catena carboniosa del
monosaccaridi si ripiega su se stessa e
porta il gruppo aldeidico o chetonico in
vicinanza di un gruppo alcolico. | due
gruppi, reagendo, danno origine a strut-
ture cidiche. L’atomo di carbonio, che 0.1
legava il gruppo aldeidico o chetonico, & \C -~
un atomo di carbonio glicosidico, esso |
risulta asimmetrico ¢ da origine a due 2
stereoisomeri (forme anomeriche): ¢ 8. H—C—0OH
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Figura 1.8 Reazione di solvatazione del
glucosio. Sono i gruppi alcolici (OH) che possono
formare legami idrogeno con le molecole di acqua.



ARIDI

ra 1.16 Un monoso, in questo caso D—glucaﬁio, pud rea-

mite il suo gruppo glicosidico {che nella figura & in forma o) GLUCOSIO GALATTOSIO
gruppo alcolico di un altro monoso (in questo caso conl OS5~
n posizione 4 di una seconda molecola di D- CHz0OH |']| OH
un legame glicosidico (nella figura un g J: O C é
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Polisaccaridi: amilosio e cellulos

Se il numero di monosaccaridi che si legano e superiore a 100.

& Figura 1.20 Amilosio (a) e cellulosa (b)
differiscono solo per la conformazione a o f3
del legame glicosidico.

| /| De Leo, Ginelli, Fasano

m Biologia e Genetica
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= Figura 1.20 Amilosio (a) e cellulosa (b)
differiscono solo per la conformazione a o 8

del legame glicosidico.
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Polisaccaridi- glicogeno

C]-IzGH
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| l I
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= Figura 1.21 Frammento di una molecola di glicogeno: le catene sono costituite da unita di glucosio unite da legami -1 — 4-glicosi-
dici. Le ramificazioni si inseriscono sulle catene principali mediante legami -1 — 6-glicosidici.
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PROTEINE

proteios = di primaria importanza

ENzimi: catalizzatori che accelerano la velocita delle reazioni chimiche.
Proteine strutturali: proteine del citoscheletro, collagene, elastina, cheratina ecc.

Proteine canale: proteine inserite nella membrana citoplasmatica che consentono il
passaggio di molecole e ioni.

Proteine contrattili: assicurano la motilita delle cellule e degli organismi.

Ormoni proteici e fattori di crescita: insulina, VEGF (vascular endothelial
growth factor)

Proteine di trasporto: es emoglobina del sangue.
Anticorpi: principale sistema di difesa degli organismi.

Proteine di deposito: deposito di materia o di energia (es., ovalbumina, caseina
del latte) o di particolari sostanze (la ferritina, deposito di ferro)

© ON® Ok W=

Tossine. Sostanza presente in organismi viventi, o prodotta dalla loro attivita
metabolica, che ha la proprieta di essere tossica per altri organismi

Leo, Ginelli, Fasano
ologia e Genetica
ISES



PROTEINE

e proteine sono polimeri di 22 amminoacidi. Ciascun amminoacido consiste di un atomo di carbonio (dett
arbonio a) legato ad un gruppo carbossilico (COO), ad un gruppo amminico (NH;*), ad un atomo di H e ax
na variabile catena laterale (R). Le specifiche proprieta chimiche delle differenti catene laterali degli a.a.
eterminano il ruolo di ciascuno di essi nella struttura e funzione della proteina.

Catena laterale Formula generale
. o ) di un amminoacido o-Alanina L-Alanina
inoacidi nelle proteine
COOH QDDH
4 _
Gruppo amminico m— 'i:_! —m Gruppo carbossilico P ¢
| o ___ Specchio L
R ER ]
I -
Idrogeno
R H o H,0) » fH o
([: TR f [y
H OH NI C H ¢ N I C & Figura 1.30  Stereochimica degli amminoacidi.
\Nf'|\c/ ¢’ NoH \N/|\C/ 7 Non EU
| H || | fH .'
H 0 R) H O R
= Figura 1.28 legame
Figur Il legame peptidico. poiidico

De Leo, Ginelli, Fasano
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Peptidi: polimeri di amminoacidi con PM inferiore a 5000 (non piu di 40-50 aa - peso
molecolare medio di un residuoc amminoacidico = 110)
In natura i peptidi possono provenire dalla degradazione delle proteine oppure trovarsi in
forma libera perché svolgono importanti attivita biologiche.
Es.:

Bradichinina

Arg-Pro-Pro-Gly-Phe-Ser-Pro-Phe-Arg
Peptide di tipo ormonale. Inibisce le reazioni infiammatorie.

Ossitocina

S S
Clys—Tyr—IIe—GIn—Asn—C'lys -Pro-Leu-Gly-NH2

Causa la contrazione della muscolatura uterina e la produzione di latte dalle ghiandole

mammarie.
Encefaline

Tyr-6ly-Gly-Phe-Met
Tyr-Gly-Gly-Phe-Leu

Peptidi cerebrali con attivita oppiacea




Peso molecolare Numero Numero di catene

ezl (dalton) di amminoacidi polipeptidiche
Insulina bovina 5733 51 2
Citocromo ¢ 1 3.000 |04 I
Lisozima dall'albume dell'uovo di pollo 13.930 129 I
Mioglobina da cuore di cavallo | 6.820 153 I
Chimotripsinogeno bovino 22.000 245 I
Emoglobina umana 64.500 574 4
Siercalbumina umana &8.500 285 I
DMNA polimerasi | di E. coli 102.000 975 I
Immunoglobulina umana (1gG) | 49.900 1320 4
Prodotto del gene della fibrosi cistica | 70.000 | 480 I
Fibrinogeno umano 340,000 2994 &
Apolipoproteina B umana 513.000 4536 I

Tabella 1.3 Struttura di alcune proteine.

Una proteina con PM=100000 ha una massa di 100000 Dalton o 100 kDalton

G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli

e Biclogia e Genetica 1l Ed.
EdiSES EdiSES




Classe MNatura chimica del gruppo prostetico

Glicoproteine Carboidrati
Lipoproteine Lipidi
MNuclecproteine Acidi nucleici
Emoproteine Gruppo eme
Metalloproteine loni metallici
Fosfoproteine Acido fosforico
Flavoproteine Mucleotidi flavinici

Tabella 1.2 Classificazione delle proteine coniugate.

G. De Leo, 5. Fasano, E. Ginelli

ey Biologia e Genetica |1l Ed.
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| 20
minoacidi

rAmmI noacidi polari privi di carica

Amminoacidi acidi
(carichi negativamente)

OH
0, NH,
0, NH, ¢
IOH (llH3 C (‘:H1
CH, HO—CH CHy CH CH,
H,N ’E\COOH H,N /H?\CDOH HZN/C\(’.OOH H,N /$\CUOH H,N /$\COOH
serina treonina tirosina aspar‘agma glutammlna
Ser Thr Tyr Asn Gln
N 5 T Y N Q )
'\
Amminoacidi apolari
CH
H3(K /CH3 T3
HyG CH, : H,
H CH, c CH, HyC—C
HZN/E\COOH H, N”C\COOH H, N/C\COOH HZN/E\COOH H, N/C\COOH
glicina alanlna vallna leucina lsoleuclna
Gly Aa Val Ile
G A
H c—c —CH,
tHy C"‘ Hr\l\ /('.HZ
A ».:\ /f\ Y
HN“INCOOH  HN“TNCOOH  HN“ T coon  Hn 7 Tcoon ’c\cocm
cisteina metionina fenilalanina triptofane prolina
Cys Met Phe TP Pro
c M F w P
\ J
N

X THyN,  NH,
'F'H3 [ H
CH NH N*=—CH
0, 0 [2 ) /
o 0 ¢ o, S
~
b i i R
CH CH CH CH CH
ST S | N S ST §
H,N7T>COOH  H,N7I>COOHE [H,N7T™COOH  H,N” [~COOH H,N“ [>COOH
77 H 27 H 27 H 2" H H
acido aspartico acido glutammico lisina arginina istidina
Asp Glu Lys Arg His
\ D E \ K R H y

Amminoacidi basici
(carichi positivamente)

H

[
H =M

R

0 oo
C-BH H-N r
. e e S
C , C
“H ROCH

H o H 0

| I
H-N C-N O -0H
"
L 'f.'

R “H R~ “H

Il legame peptidico

— H

+ H30



PROTEINE

Essenziali Non essenziali
Istidina Alanina
Isoleucina Arginina?
Leucina Asparagina
Lisina Aspartato
Metionina Cisteina
Fenilalanina Glutammato
Treonina Glutammina
Triptofano Glicina
Valina Prolina
Serina
Tirosina

Gli a.a. essenziali devono essere introdotti con la dieta, gli a.a. non essenziali possono essere
sintetizzati dalle cellule umane.

aSebbene l'arginina sia classificata come a.a. non essenziale, i bambini in crescita devono
assumere ulteriore arginina con la dieta.



Struttura primaria: la sequenza di aminoacidi

Struttura primaria

Gly, T, The

L!cr

| monomeri il :Ollm?ro
sono gli che risulta
amminoacidi eil
polipeptide
Ala'Val rﬂm,
Ala




PROTEINE

Fredrick Sanger € stato il primo a determinare, nel 1953, la sequenza completa di una proteina,
I'ormone insulina. L'insulina é costituita da 2 catene polipetidiche, una di 21 e l'altra di 30 a.a. Le
catene laterali delle tre coppie di residui di cisteina sono legate da ponti disolfuro, due dei quali

connettono le due catene polipeptidiche.

De Leo, Ginelli, Fasano
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Struttura tridimensionale
dell’'insulina

La struttura
dell'insulina
rosso: carbonio
verde: ossigeno
blu: azoto

Favorisce la
penetrazione di
glucosio nelle
cellule di muscoli,
cuore, ghiandole
mammarie in
allattamento




STRUTTURA SECONDARIA.

?- H O ¢} catene antiparallele
H
H C M C
- Py .. , "
Ty - a OH
I H M
H O R
legame
peptidico

& Figura 1.34  Struttura secondaria 2 di una proteina. (a) Gli atomi adiacenti di ciascuna catena sono localizzati sui
ripiegamenti ed i gruppi R sporgono alternativamente al di sopra e al di sotto del piano delle molecole. Legami idro-
geno stabilizzano la struttura. Le due catene possono essere parallele (b) o antiparallele (¢).

De Leo, Ginelli, Fasano
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Triosofosfato isomerasi
(vista laterale)

De Leo, Ginelli, Fasano

pumpm Biologia e Genetica

PROTEINE

STRUTTURA TERZIARIA.  qualerisultato delle

Superossido Lisozima

Triosofosfato isomerasi
(vista dall'alto)

Consiste nel ripiegamento
della catena polipeptidica

interazioni tra le catene
laterali degli a.a. localizzati
nelle differenti regioni della
sequenza primaria. In
moltissime proteine la
combinazione a-elica e -
foglietto, connessi da
regioni ad ansa della
catena polipeptidica, si
ripiega in strutture
compatte globulari dette
domini, che rappresentano
le unita di base della
struttura terziaria.

& Figura 1.35 Andamento della catena po-
lipeptidica nella struttura terziaria di alcune
proteine. Le sfere grigie rappresentano ioni
metallici presenti in alcune proteine. Per
convenzione le regioni ad a-elica sono rap-
presentate da una spirale, mentre quelle a
struttura G da una freccia.



Immunoglobulina

lisozima

Collagene

rodopsina



Proteine fibrose e globulari

Collagene: proteina fibrosa Mioglobina: proteina globulare

| e proteine fibrose sono proteine lunghe (con un rapporto lunghezza:larghezza superiore a 10), dalla struttura
semplice a forma di barra o filamento ( un unico tipo do struttura secondaria) funzione strutturale

yroteine globulari proteine costituite da varie strutture secondarie, nelle quali le catene polipeptidiche tendono
vvolgersi su se stesse. Queste proteine assumono una forma globulare o sferica, e sono generalmente solubili in
ua (a differenza delle proteine fibrose)- enzimi



PROTEINE

STRUTTURA QUATERNARIA.

& Figura 1.38 Struttura quatemaria e domini nella molecola di un
anticorpo (IgG).

Catena B Catena o

a)

Atomo di ferro
Gruppo eme

Catena B Catena «

Ginelli « Figura 1.39 Struttura quaternaria dell’'emoglobina.
De Leo, nelli, Fasano
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PROTEINE

STRUTTURA TERZIARIA.
@ Figura 1.36 Le interazioni che Legame idrogeno tra radicale
stabilizzano la struttura terziaria di un amminoacido polare e un carbonile
di un legame peptidico Legame idrogeno tra radicali
di amminoacidi polari

delle proteine.

"

Legame
1 idrogeno

Interazioni
2

v/

NHINIO=D

h idrofobich ey
3! J
Ponte T Attrazioni = ?“ &gQ- :
disolfuro b elettrostatiche =, \H . 7 Struttura a foglietto B
!
T §‘=D COOr

De Leo, Ginelli, Fasano
Biologia e Genetica
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Causes of Van der Waals Forces

Cluantum Mechanics strongly emphasizes the constant movement of electrons in an atom through the and the
Heisenberg's Uncertainty Principle. The Heisenberg's Uncertainty Principle proposes that the energy of the electron is never zero; therefore,
it is constantly moving around its orbital. The sguare of the Schradinger Equation for a particle in a box suggests that it is probable of finding
the electron (particle) anywhere in the orbital of the atom (box).

These two important aspects of Quantum Mechanics strongly suggest that the electrons are constantly are moving in an atom, so dipoles are
probable of occurring. A dipole is defined as molecules or atoms with equal and opposite electrical charges separated by a small distance.

It is probable to find the electrons in this state:

L Rl

m ELECTRONS

This is how instantaneous dipoles occur. When groups of electrons move to one end of the atom, it creates a dipole. These groups of
electrons are constantly moving so they move from one end of the atom to the other and back again continuously. Therefore, the opposite
state is as probable of occurring.

Opposite state due to fluctuation of dipoles:

P - B

m ELECTRONS

Nelle molecole apolari la distribuzione media delle cariche & simmetrica e quindi non esiste alcun
momento dipolare totale. Ma, nella casualita del moto puo succedere che in un certo istante, solo per
un istante, si possa verificare una asimmetria di cariche.



Cisteina

LIS A ) H H O
I | I | | 1
== —N—C—C—
|
CH> CH2
I Ossidazione |
SH S .
| + 2H + 2e”
=y 4
.,;:;H2 Riduzione (::Hz
—N—C—C— =S N=—iE =
I | I | I 1
H H O H H O
Cisteina

Figura 1.37 Formazione di un ponte disolfuro tra due
cisteine.

/. | G. De Leo, 5. Fasano, E. Ginelli
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La struttura primaria determina la struttura
secondaria e terziaria

Christian Anfinsen, Nobel Price
Chemistry 1972 Esperimenti sulla ribonucleasi

Ribonuclease A



PROTEINE

Denaturazione e Rinaturazione

Oltre che ad essere estese catene di a.a., le
proteine acquisiscono distinte conformazioni
tridimensionali che sono critiche per la loro
funzione. Tali conformazioni tridimensionali delle l
proteine rappresentano il risultato delle interazioni

tra i loro a.a. costitutivi, cosicché la forma delle
proteine viene determinata dalla loro sequenza a.a.
Cio fu dimostrato per la prima volta dagli
esperimenti di Christian Anfinsen nel corso dei quali
distrusse la struttura tridimensionale delle proteine
mediante trattamenti, quali il riscaldamento, che
rompono i legami non covalenti — un processo noto
come denaturazione. A seguito di incubazione in

condizioni piu blande, le proteine cosi denaturate

spesso ritornano spontaneamente alla loro
conformazione nativa, indicando che tali
conformazioni sono detrminate direttamente dalla
sequenza degli a.a.

Denaturazione
(urea + mercaptoetanolo}

Rinaturazione

De Leo, Ginelli, Fasano
Biologia e Genetica

EdISES RS = Figura 1.40 Denaturazione e rinaturazione di una proteina.




Driving force in protein
folding

Minimizing the number of hydrophobic side-chains exposed to water is an important
driving force behind the folding process. Formation of intramolecular hydrogen bonds
provides another important contribution to protein stability. The strength of hydrogen
bonds depends on their environment, thus H-bonds enveloped in a hydrophobic core
contribute more than H-bonds exposed to the agueous environment to the stability of
the native state



ore loop interactions- Hiroshi
Taniuchi




Agenti fisici o chimici (PH, sali) producono
cambiamenti irreversibili nelle proteine

 Albumina dell’'uovo viene denaturata irreversibilmente dal calore




Yellostone National Park ha rivoluzionato
la biologia : batteri termofill







Struttura e funzione delle proteine: Il recettore degli estrogeni

Inferred coactivator-binding surface.

A AN A LN

Val364
/Lys362
Helix 4 :
- C
antihormone-
C bound form
hormone—

bound form

"]
-

crossed-over

David M. Tanenbaum et al. PNAS 1998;95:5998-6003
National Academy of Sciences
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elective Estrogen Receptor Modulators
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Struttura e funzione delle proteine: HTH motivi e regolazione espressione genica

a) DNA b)

Subunita 1

Elica

Elica di
stabilizzazione

Figura L.1.1.2 (@) Interazione del motivo
Subunita 2 HTH con il solco maggiore del DNA. (b) Orga-
nizzazione di un dimero funzionale di due motivi
HTH.

G. De Leo, S. Fasano, E. Ginelli

Biologia e Genetica Ill Ed.
EdiSES WAy



Struttura e funzione delle proteine: sito attivo enzima

Attivatore
allosterico

" Y

Substrato
Sito \
allosterico

Sito
attivo
Inibitore
allosterico

D)

b) q
Substrato
)

| G. De Leo, 5. Fasano, E. Ginelli
==//-"“;—-— |

Biologia e Genetica |ll Ed.

EdiSES

Figura 1.41 Regolazione dell’at-
tivita di una proteina alloste-
rica. (a) Un attivatore, riconoscendo e
legando un sito specifico dell’'enzima, il
sito allosterico, induce una modificazione
conformazionale che permette all'enzima
di legare il substrato. (b) Al contrario
un inibitore, legando il sito allosterico,
induce una modificazione conformaszio-
nale nell’enzima che perde affinita per il
substrato.



Struttura e funzione delle proteine: fosforilazione

e
\
Pl

Protein-chinasi

/\

Substrato Substrato-P

Protein-fosfatasi

@® H,0

Figura 1.42 Regolazione dell’attivita di una proteina per
modificazione covalente.

/. | G. De Leo, 5. Fasano, E. Ginelli
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ACIDI NUCLEICI

Il DNA e il depositario dell’informazione genetica.

— o Esperimento di Griffith, 1928.
Y —-QQ\—F— : " Nonostante il DNA fosse noto
Batterl capsulati (5), ‘i I topo mucre sin dal 1869, la sua .
virulenti, vivi identificazione come materiale
.. genetico e avvenuta solo nel
_,f\_,, | ‘ 1944 ed € intimamente legata
NS agli studi sulla virulenza del
b) pomtviietgnw il I topo sopravvive microrganismo, iI. ‘Diplococcus
o pneumoniae, o piu
/" semplicemente pneumococco,
° — —"‘Q\\—" oW che causa la polmonite nei
Il topo sopravvive mammiferi. | pneumococchi
sattert capsutat] possono e§istere in 2 varieta:
virulenti, uccisi al calore 1) virulenti (ceppo S),
N provvista di una capsula

polisaccaridica di rivestimento

che ne impedisce la fagocitosi;

2) non virulenti (ceppo R),
C - sprovvista di capsula.

Il topo mugore

Miscela di batteri
virulenti uccisi al calore
e non virulenti vivi

De Leo, Ginelli, Fasano
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ACIDI NUCLEICI

Il DNA e il depositario dell’informazione genetica.

Esperimento di O. Avery, C. MacLeod, M. McCarty, 1944
B_attLeritgapsulati 5),
¥
¥ ) e
. e i
s A \ \— %\\—» N | b I
/ IL topo muore cellule R vive
@ | SN
batscapuizd Y ® ® ® @&

N
@/ ™ Stabilirono che il principio

trasformante era il DNA, purificandolo
é da estratti batterici e al tempo stesso
. _f*\_, -~ . dimostrando che I'attivita del principio
@ - trasformante veniva eliminata dalla
digestione enzimatica del DNA ma
non dalla digestione delle proteine.

Trattamento
con RNAasi )
o »
d)
/ I topo mucre De Leo, Ginelli, Fasano
/ Biologia e Genetica




ACIDI NUCLEICI
Il DNA e il depositario dell’informazione genetica.

Esperimento di Hershey e Chase, 1953

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

65 nm

COrpo
centrale

111111

fibre della]

coda / piastra

Fotografia al M.E. del
batteriofago T2




ACIDI NUCLEICI

Il DNA e il depositario dell’informazione genetica.

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.

0 Assorbimento del fago su
E. coli ed iniezione del

_cromosoma fagico e Degradazione del
cromosoma batterico

da parte di enzimi
specifici del fago

G Rilascio della progenie
in seqguito a lisi della
parete batterica

cromosomé cromosoma
fagico batterico
(ospite)
Cel.ltu""(;. cromosoma
ospite. ¢l fagico

E. coli

Il cromosoma batterico
e completamente degradato

cromosomi
fagici

e Replicazione del

' cromosoma del fago
usando materiali
batterici ed enzimi
del fago

Le teste del fago Guaina, piastra

e | vengono assemblate basals e fiore
Assemblaggio delle y\g della coda del
particelle fagiche ' iig:/

della progenie

G Espressio ' geni del fago per la
produzione delle componenti strutturali



ACIDI NUCLEICI Esperimento di Hershey e Chase, 1953

Il DNA e il depositario dell’informazione genetica.

Involucro : . — Progenie fagica
oroteico Crescita dei batteri in con DNA

e infezione con i fagi
DNA

lisi
-
E. coli
Fago T2 _ _
Progenie fagica
Crescita dei batteri in con proteine
terreno contenente 3°S marcate con 3°S
e infezione con i fagi
lisi
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Il DNA ¢ il depositario dell’informazione
genetica.

Esperimento di Hershey e Chase, 1953

Usarono gli isotopi radioattivi del fosforo e
dello zolfo per marcare rispettivamente il
DNA e le proteine virali. Cio fu possibile in
quanto le proteine virali sono ricche di
zolfo ma mancano di gruppi fosfato,
mentre il DNA presenta una situazione
opposta.

Gli esperimenti mostrarono che solo il
DNA virale entra nella cellula batterica e,
inoltre, questa molecola deve contenere le
informazioni capaci di indirizzare la cellula
verso la produzione del DNA e delle
proteine di tipo virale.

po € un atomo di uno stesso elemento chimico, e quindi con lo
imero atomico Z, ma con differente numero di massa A, e quindi
e massa atomica M. La differenza dei numeri di massa & dovuta ad
0 numero di neutroni presenti nel nucleo dell'atomo a parita di
atomico.

De Leo, Ginelli, Fasano
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a)

Fibre della coda
{n zampe”]

Infezione
—

Batteriofagi marcati
con 335 (sono marcate
solo le proteine)

c)

Infezione
—_—

Batteriofagi marcati
con 3P (& marcato
solo il DMA)

Testa

Yiolenta
agitazione

Cellula batterica

Incubazione
per 10 min a 37°

L

Cellula batterica

Yiolenta
agitazione

O

)

G

S
S
S

u

Sopranatante
(teste e code

dei fagi)
radioattivo
Centrifugazione

Pellet
{batteri)
non radioattivo

Sopranatante
(teste e code dei fagi)
non radioattivo

Pellet

centrifugazione
—_—

Precipitato
{batteri)
radioattivo

& Figurs 1,46 Esperimento di Hershey e Chase — dimostrazione che & il DNA del fago che viene inserito nel
batterio nel momento dell'infezione. (a) Struttura di un fago della serie T4 e relativa immagine al ME; (b)
infezione di batteri da parte di fagi che hanno le proteine del capside marcate con **S. Dopo centrifugazione,
il pellet che contiene i batteri non & radioattivo; (€} infezione di batteri da parte di fagi che hanno il DNA
marcato con *¥*P. Dopo centrifugazione, il pellet che contiene i batteri & radioattivo.
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Gruppo Zuccheri
DNA ed RNA fosfato Heaner Purine Pirimidine

DNA ed RNA
sono polimeri di
nucleotidi che
sono costituiti da
basi puriniche e

pirimidiniche tﬁ
legate a SN S p- o -desossiribosio Adenina (A) Timina (T} Uracile {U)
9 ) 0 'i 0 (nel DNA) (nel DNA) (nell’RNA)
zuccheri o H A
fosforilati. HOCH, _O._  OH T ) 1
\N N \N
H H f | /g
\N N N H N 0
| 1N\ |
H H H
p-p-ribosio {nell’RNA) Guanina (G) Citosina (C}

Legami fosfoanidride SN Adenina _

Legame estere H H
Legame estere

0 0 0
/A N
————— o—Legame C-N
| I glicosldico 0 | Basik
o o : HT SN Yo
Gruppi fosfato Gruppd O == P=0 ==CH o 0 |
fosfato |' A o -
0 G H H (=
——Adenosina——| I | I l
+—Adenosina moncfosfato (AMP}— H-'!-' ci (I: Fa i
————Adenosina difosfato (ADP)——| HO OH == RNA
{H) == DNA

p——————Adenasina trifosfato (ATP)——m8

g;eotl.::,iaGinzfg;.::is::o & Figura 1.48 Elementi che costituiscono un nucleotide: gruppo fosfato; zucchero a 5 atomi di carbonio: D-ribosio (nel’lRNA) o D-
EdISES e desossiribosio (nel DNA); basi azotate (le frecce indicano gli atomi di azoto impegnati nel legame con lo zucchero).




DNA ed RNA

De Leo, Ginelli, Fasano
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o]

H ~H
Uracile

N o]

Estremita 5P

0

Legame

fosfodiesterico

H M Legame
N fosfodiesterico

H N
Citosina

N [o}

b) RNA

Guanina

a) DNA Estremita 3" OH
M
Scheletro
zucchero-fosfato

& Figura 1.50 Costruzione di una singola elica. Gliacidi nucleici sono costituiti da catene lineari di nucleotidi uniti fra
loro grazie ad un ponte fosfodiesterico che si instaura tra 'estremita 3'OH del primo nucleotide e I'estremita 5'P del se-
condo. Un polinucleotide cosi costituito ha, per convenzione, una polarita 5'P — 3'OH. Sia nel DNA che nel’RNA, lo
scheletro & rappresentato dal regolare alternarsi di molecole di zucchero e di acido fosforico, da cuisporgono le basi azotate.
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Tabella: i tipi principali di RNA prodotti nelle cellule

RNA

o]

H N ~H
Uracile
H N
o}

0

lf.'l=|i‘—0—CI-l2

N
Citosina
H N*O

Guanina

?
0=P—0—CH, NN
| ) '
lame 0 H
fodiesteri
caesienco 3.

RNA Funzione
rRNA RNA ribosomali, formano la Estremita 5°P
struttura base dei ribosomi e il
catalizzano la sintesi proteica °=Z_°_I”2 : L
mRNA RNA messaggeri, codificano per proteine QR {f‘j o
tRNA RNA transfer, centrali nella sintesi proteica 5 : Ho _H
come adattatori fra mRNA e amminoacidi
0
scRNA RNA citoplasmatici, componenti delle o=l:>—o— . .
ribonucleoproteine (SRP 'unica conosciuta) L R A
snRNA piccoli RNA nucleari, in una varieta di processi -
nucleari, compreso lo splicing dei pre-mRNA
snoRNA piccoli RNA nucleolari, usati per processare oH
e modificare chimicamente gli rRNA
microRNA circa 21-22 nt, coinvolti nell’espressione genica in

De Leo, Ginelli, Fasano
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piante e animali
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2 nm > Estremita 5'P Estremita 3'OH
|
? &
DNA o gy b
L

N-----ﬂ N

N

Ademna Timina 0

maggiore

ssssaH— N H
o ~
N

© nc—o— P—0

ﬂ mina Ad enina

l
]
H
]
I
Z
-9
Polarita 5—»3' OH

HO .£=—.§ ®ILeIOd

0 III...I'.H _N\
Citosina H

nm Guanina

0=P—0—(H, ----HwN

H...IIN ]

o}
N H-.-.---.O Hzc e i

P
]
Citosina 5 0
Purina M 3 OH Guanlna Estmmlit.\ 5P

=0

Pirimidina

a) Doppia elica b) Orientamento antiparallelo dei filamenti e
complementarieta delle basi

@ Figura 1.51 Le due eliche del DNA sono complementari e antiparallele. [ legami idrogeno che si instaurano fra le basi complementari sono

De Leo, Ginelli, Fasano indicati dalle linee tratteggiate in blu. Gli accoppiamenti canonici nel DNA prevedono le coppie A=T e C=G. Nei tratti a doppia elica del-
Edi Biologia e Genetica I’RNA, la coppia A=T ¢ sostituita dalla coppia A=U. Inoltre, le due eliche {(che hanno polarita 5'P — 3'OH) decorrone in direzione oppo-
RUSS EdisES sta (antiparallelismo).



La scoperta della struttura del DNA
avvenne alla Cambridge University nel
1953, da parte delllamericano 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 Maurice
Wilkins e Rosalind Franklin.




osalind Franklin: Dark Lady of DNA




DNA ACIDI NUCLEICI

Analizzando la fotografia Franklin ottenne
delle informazioni sulla struttura atomica
della molecola. In particolare, concluse
che il DNA era una struttura ad elica che
presentava due periodicita distintive di
0,34 nm e 3,4 nm lungo I'asse della
molecola.

ace WiIkis Ficevette nel 62
il premio Nobel con Watson e Crick)
Lastra fotografica

Sorgente di

raggi X

\ Campione di DNA

Rosalind Franklin

Schema di diffrazione dei raggi X

Analisi del DNA mediante diffrazione dei raggi X. Un fascio parallelo di raggi X viene diretto su
un arrangiamento regolare e ripetuto di atomi. Il raggio viene diffratto dagli atomi secondo uno
schema che e caratteristico del peso atomico e della disposizione spaziale degli atomi nella
molecola. | raggi X diffratti sono registrati su una lastra fotografica.
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adenina timina
0 o oirimidina + pirimidina
DNA troppo sottile
E ) purina + purina
W DNA troppo grosso

A

o o guanina citosina
WEMJ spessore del DNA compatibile con 'analisi ai raggi X

purina + pirimidina
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ACIDI NUCLEICI
DNA

& Figura 1.52 L'antiparallelismo consente la forma-
zione di legami idrogeno fra le basi complementari. Grazie
all’orientamento antiparallelo delle due eliche, le basi
azotate si trovano nella giusta posizione per formare
legami idrogeno corretti (notare la posizione del legame
C-N glicosidico rispetto al piano del foglio).

De Leo, Ginelli, Fasano
= Biologia e Genetica
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FORMA B FORMA A FORMA Z (sinistrorsa)

E fisiologica E’ la sperimentale (disidratata) E’fisiologica in alcuni tratti del DNA
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DNA (<
Sequenze palindromiche

5CGACGITACCTTG---CAAGGTAAGGTAAZ L
JGCTGAAATGGAAC---GTTCCATTCCA TTYS "

Ansa
non appaiata

- __TeEakY. o ATOEGA e

1

Segmento avvolto
a doppia elica

;-i_l_l_rl. :-_I.I.l_l.l.l.-.hr

& 'l—l—l—r!mﬂ—l—l—"!‘-".ﬁ—n—l'

-'_I_._.im‘.'l - B
- = i: E-- :. aE—— L] ¥ [
=i ¥ S 5 § B @ Figura 1.54 Sequenze palindromiche. Segmenti complementari
f 1 all’interno di una singola elica, si osserva in questo caso la forma-
| zione di un'ansa non appaiata.
' LS

| topi non avevano nipoti € una
De Leo, Ginelli, Fasano

EdiSES z‘;?s'zg'a © Genetica palindrome
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" H\ CH,
z N=jeesss 0 H
l“i N Fn— CH 0O—-H----0 ;
" 0 Timina Guanina Citosina Adenina
denina Timina forma “\N : N forma forma fonma
) enolica 1 y * comune imminic comune
" / (rara) N (rara)
eeees H—N \rH e i
*:_H ______ b e 0---H—N
0 a
Timina Adenina
Y
—~Hes=eQ H
0. -
TR HN * Adenina Tr Citosina Timina
oo H foorma forma forma
Guanina imminica 7 comune comune
H rara
— (rara)
| N—Heeooeoo vaN‘u
N ........
H osSina
anin Stato raro Stato comune Stato raro Stato comune
dei filamenti e
1]
egami idrogeno che s instaurano § @ Figura 1.55 Forme tautomeriche delle basi e coppie non canoniche. La capacitd di formare legami idrogeno risulta
{}ﬁi,‘i?ﬁ,‘;';;ﬂfﬁ;‘ L ueory invertita in seguito ai cambiamenti tautomerici. La conseguenza & la formazione di coppie non canoniche guanina-

timina e adenina-citosina, normalmente non permesse.

De Leo, Ginelli, Fasano
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&= Figura 11.15 Insorgenza
di una mutazione per la pre-
senza di una forma tautome-
rica. Il pallino rosso indicala
guanina in forma tautome-
rica.

De Leo, Ginelli, Fasano
Biologia e Genetica
EdIiSES
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The Nobel Prize in Chemistry 2015

The Royal Swedish Academy of Sciences has decided to award the Nobel Prize in Chemistry for 2015 to

Tomas Lindahl

Francis Crick Institute and Clare Hall Laboratory,
Hertfordshire, UK

Paul Modrich

Howard Hughes Medical Institute and
Duke University School of Medicine,

Aziz Sancar

University of North Carolina,
Chapel Hill, NC, USA

Durham, NC, USA

“for mechanistic studies of DNA repair”
The cells” toolbox for DNA repair

The Nobel Prize in Chemistry 2015 is awarded to
Tomas Lindahl, Paul Modrich and Aziz Sancar for
having mapped, at a molecular level, how cells repair
damaged DNA and safeguard the genetic information.
Their work has provided fundamental knowledge of
how a living cell functions and is, for instance, used
for the development of new cancer treatments.

Fach day our DNA is damaged by UV radiation, free radicals
and other carcinogenic substances, but even without such
extemnal attacks, a DN A molecule is inherently unstable.
Thousands of spontaneous changes to a cell’s genome
occur on a daily basis. Furthermore, defects can also arise
when DNA is copied during cell division, a process thar

utilises nucleotide excision repair to correct defects caused
by mutagenic substances, among other things.

Paul Modrich has demonstrated how the cell corrects errors
that occur when DN A is replicared during cell division. This
mechanism, mismatch repair, reduces the error frequency
during DNA replication by abour a thousandfold. Conge-
nital defects in mismatch repair are known, for example,
to cause a hereditary variant of colon cancer.

The Nobel Laurcates in Chemistry 2015 have provided
fundamental insights into how cells function, knowledge
that can be used, for instance, in the development of new
cancer treatments.




o ACIDI NUCLEICI
DNA: strategie di compattamento

Una delle piu sorprendenti caratteristiche di virus, cellule batteriche e
cellule eucariotiche, € 'enorme discrepanza esistente tra la
lunghezza del loro DNA e lo spazio, estremamente limitato, in cui
tale DNA deve essere accolto.

Per es: il DNA del batteriofago T4 ha una lunghezza di 60 x 106
metri, mentre la testa ha un diametro pari a 80 x 10° metri. || DNA
per essere contenuto nella testa deve essere ridotto di 1000 volte.

Una cellula di Escherichia coli, di dimensioni paria 1 nm x 1
nm x 4 nm, contiene tutto il proprio programma genetico in
una singola molecola di DNA le cui dimensioni, in forma
completamente distesa, corrispondono a circa 1 mm; vale a
dire che la molecola del DNA ¢ circa 250 volte piu lunga
della cellula che la contiene.

Il nucleo di una cellula somatica umana dal diametro medio
di circa 5 um, contiene una quantita di DNA (3 x 10°
nucleotidi per cellula aploide) che, in forma completamente
distesa, avrebbe una lunghezza pari a 1,7 metri, cioe
350.000 volte superiore al diametro del suo contenitore.



DNA: strategie di compattamento

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:

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

2.  Cromosomi circolari a doppia elica in cui le estremita 5’ e 3’ di

ciascuno dei due filamenti sono saldate ad anello chiuso. @

3. Cromosomi lineari a filamento unico
NN

4. Cromosomi lineari ad estremita tronche
ABC UvZ

5. Cromosomi lineari ad estremita coesive che possono circolarizzare. ABC B

Il DNA dei cromosomi batterici circolari a doppia elica

Il DNA dei cromosomi mitocondriali e cloroplastici @

I DNA dei cromosomi degli eucarioti e costituito da una struttura linerare sm  mom .




DNA: strategie di compattamento negli eucarioti

Cromatina
La lunghezza totale del DNA esteso di una cellula umana e di

quasi 2 metri e deve adattarsi ad un nucleo che ha un diametro
di soli 5-10 um.

| complessi tra DNA eucariotico e proteine si chiamano
cromatina.

Le proteine principali della cromatina sono gli istoni.

1 H1 contengono un‘alta % di

o HoA aminoacidi basici, come lisina
3 HOB | > e arginina, che facilitano il

4 H3 legame alla molecola di DNA
5 H4 carica negativamente. |

legami che si creano tra |l
DNA e gli istoni sono diversi:
idrogeno, ionico, forze di Van
der Waals.



ACIDI NUCLEICI

DNA: strategie di compattamento negli eucarioti COOH

. Istone H1  HN e I
Cromatina

Mucleosoma (& molecole
di istoni + 146 coppie
di nucleotidi di DNA)

& Figura 1.59 Struttura del nucleosoma. Ogni nucleosoma &
costituito da un ottamero di istoni (due copie per ciascun istone
H2A, H2B, H3, H4) associato a circa 146 coppie di nucleotidi con
un tratto di DNA linker di circa 50 coppie di nucleotidi. Il diametro
del nucleosoma, detto anche “perla”, & di circa 10 nm.

& Figura 1.60 Istone H1. L’istone H1 svolge un ruolo essenziale
nella successiva fase di compattamento del DNA che prevede I'avvi-
De Leo, Ginelli, Fasano cinamento delle “perle”. Cid avviene grazie ad un legame testa-coda

pupn Biologia e Genetica : ' :




ACIDI NUCLEICI

DNA: strategie di compattamento negli eucarioti

Cromatina

& Figura 1.61 La fibra di 30 nm: il solenoide. L’avvicinamento
delle perle fa si che si formi una struttura nella quale i nicleosomi
sono impacchettati a formare un’elica irregolare a zig zag.

De Leo, Ginelli, Fasano
pwmen Biologia e Genetica




ACIDI NUCLEICI
DNA: strategie di M o

DNA a doppia elica

compattamento negli \ :
eucarioti

Nucleosoma
(“perla”)

C ro m ati n a a) Nucleosomi ("collana di perle”)

\ J

30 nm

T

b) Fibra di cromatina di 30 nm Nucleosoma
\ J

v

LI 7 A (AN PGB ——— Domini
' ; ad ansa

¢} Domini ad ansa

% G

d) Eterocromatina

I Cromatidi

A\

-

1400 nm

e) Cromosoma duplicato e altamente condensato delle cellule in divisione

De Leo, Ginelli, Fasano & Figura 1.62  Le diverse fasi di compattamento del DNA negii eucarioti. Discgni ed immagini al ME mostrana come a partire da DNA nudo
Biologia e Genetica si arrivi al cromosoma metafasico. (a) 1a doppia elica del DNA e la successiva formazione della “collana di perle”; (b} la fibra cromatinica di
EdISES 30 nm; (¢} domini ad ansa; {d} formazione di superanse; (@) il cromosoma metafasico, duplicato ed altamente compattato.




ACIDI NUCLEICI

DNA: strategie di compattamento negli eucarioti

Telomero

Costrizione

secondaria C rO m OSO m a.
Braccio
lungo q

Costrizione
primaria

Braccio
corto p

Cromatidi fratelli

@ Figura 1.70 Il cromosoma metafasico. Il cromosoma metafa-
sico & la forma massimamente compattata della cromatina. E evi-
dente un centromero che identifica un braccio corto (p) ed un
braccio lungo (q), le estremita telomeriche e le costrizioni seconda-
rie, Le proteine che tengono uniti i cromatidi fratelli sono dette coe-

sine.

b)

@ Figura 1.71 | territori dei cromosomi ed i possibili ripiegamenti
della cromatina in domini funzionali. (a) | territori sono cellula e tes-
suto specifici e possono cambiare durante il differenziamento di una
stessa cellula. (b) Schema riportante quanto raffigurato in (a): la
De Leo, Ginelli, Fasano cromatina ripiegata occupa zone discrete del nucleo e determina

= Biologia e Genetica - + + + & B 5 g 3% + +
“diSES [T superlici di contatto tra 1 diversi tratti di “cromosonn” diversi.




ACIDI NUCLEICI

DNA: strategie di compattamento nei procarioti

RNA
Superawblgimento
positivo
a) Ripiegato
—

O g T e P P
RPN IS
A madys wa e BT
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P *7.',‘."-,- "-*’.t;*' 2; )
9t atlaete POl 00, o
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oW B St a) b)
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c“ »
'{{’f-; 4, Superavvolto
Set 80

B

@ Figura 1.57 DNA circolare in forma rilassata e superawvolta. Le

possibili forme del DNA, rilassata e superavvolta positivamente o . . . .
negativamente, sono mostrate in un disegno (a); immagini ottenute = Figura 1.58 Compattamento del DNA di E. coli. DNA circolare

al microscopio elettronico a trasmissione del DNA del fago PM2 in nudo (a); DNA Urganizza[g in anse (circa 50) la fibra presenta uno
forma rilassata (b) e superavvolta (c). . . .
spessore di 2 nm, le anse sono mantenute alla base da brevi segmenti
di RNA (b); le fibre che costituiscono le anse sono superavvolte

De Leo, Ginelli, Fasano . . . . . . . .
intorno a proteine di tipo istonico, I1LP, a formare una fibra di 12

= Biologia e Genetica .
REE Edises nm di spessore.




o ACIDI NUCLEICI .
DNA: strategie di compattamento negli eucarioti Cromatina

L’entita della condensazione della cromatina varia durante il ciclo vitale della cellula. Nelle cellule
in interfase (che non si dividono) la maggior parte della cromatina, denominata eucromatina, é
relativamente decondensata e distribuita per tutto il nucleo. Durante questa fase del ciclo cellulare,
i geni sono trascritti e il DNA viene replicato in preparazione della divisione cellulare. La maggior
parte della cromatina nei nuclei interfasici appare nella forma di fibre da 30 nm, organizzate in
grandi anse che contengono da 50 a 100 kb di DNA. | geni che sono attivamente trascritti sono in
uno stato maggiormente decondensato che rende il DNA piu facilmente accessibile all’apparato
trascrizionale. La struttura della cromatina € quindi intimamente correlata al controllo
dell’espressione genica negli eucarioti.

Circa il 10% della
cromatina interfasica,
detta eterocromatina, e
in uno stato molto
condensato che
rassomiglia molto a quello
della cromatina durante il
processo di mitosi.

| 'eterocromatina e
trascrizionalmente inattiva
e contiene sequenze di
DNA altamente ripetute,
come quelle presenti nei
centromeri e nei telomeri.

Eterocromatina

Nucleolo

Eucromatina




Modifiche istoni alterano le loro interazioni con il DNA.

*Acetilazione o
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o é
H H O Coenzyme A HAT I H H O
*Metilazione —rh—{::—'é— UC""“"’“‘“"j _.L_r_:;_'é;_
& <
T N\ R
| H0 HDAC (i:c-enzyme A
*Fosforilazione CH
c—0
l Lysine
CH

*Gicosilazione

HIA" Hi1B

eUbiquitinazione

Attivazione della trascrizione Repressione della trascrizione



“Melting” del DNA:
Assorbanza relativa a 260 nm

Assorbimento

NA doppio filamento 1.00 i
NA singolo filamento 1.37 |
asi libere 1.67 L |
200 220 240 260 280 300

Lunghezza d'onda, nm



Denaturazione del DNA

E possibile seguire la denaturazione del DNA a 260 nm.

Basi accoppiate ed impilate assorbono meno nellUV di quelle
“separate” - effetto ipercromico.

La temperatura corrispondente a meta dellaumento osservato
nellA,g, € definita come “temperatura di melting’, T, O
temperatura di fusione del DNA.

Il valore di T, varia con il rapporto GC/AT - un maggior
contenuto di GC conduce ad una T, piu alta.



DNA: proprieta fisiche

1,4

1,2

Assorbanza relativa a 260 nm

1,0+

:fl | !/':rm |

70 80 90 100
Temperatura ("C)

& Figura 1.65 Profilo di denaturazione termica del DNA. Un DNA
a doppia elica in soluzione (DNA nativo) presentera un certo valore
di assorbanza che aumentera con 'aumentare della temperatura,
delineando un andamento sigmoide (effetto catastrofico). La con-
versione da doppio a singolo filamento & parallela all'incremento
dell’assorbimento della luce a 260 nm. Si definisce T, il valore della
temperatura alla quale si osserva il 50% di aumento dell’assorbanza.

 Leo, Ginelli, Fasano
plogia e Genetica
ISES
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DNA Raffreddamento

c denaturato a20°C
o
g Eventi di
*:.j nucleazione
o e “zippering”
2141
®
§ L3 DNA
a DNA
£ 1,2} rnaturato
gn nativo

1,1}

1,0 )

40 50 60 70 BO 90 1000 30 60

Temperatura (" C) Tempo (minuti)

& Figura 1.66 Denaturazione e nnaturazione del DNA. Risca
dando lentamente una soluzione di DNA nativo (a doppia elica),
DNA fonde, cicé le due eliche si separano. Quando la soluzior
viene raffreddata si osserva una riassociazione delle due eliche cc
una cinetica che dipende dalla concentrazione iniziale del DNA
dalla sua lunghezza. I due filamenti si “urtano” e quando collidon
tratti complementari ¢’ I'inizio della “mucleazione™ e il successiv
“zippering” delle basi complementari.



ACIDI NUCLEICI

Grandezza e complessita del genoma

100 Gb
Anfibi

Protozoi Mammiferi
N
10 Gb E R‘etti li i
1Gb
Uccelli

Molluschi Pesci assei

S
=
o

10 Mb Funghi

T TTTI

2

100 kb

10 kb

T TTTI

Dimensione del genoma (numero di coppie di nucleotidi per genoma aploide)

1 kb

= Figura 1.67 La dimensione del genoma. E evidente la grande
variabilita che esiste quando si parla di dimensioni del genoma in
De Leo, Ginelli, Fasano organismi diversi. In viola sono mostrate le dimensioni del genoma

Biologia e Genetica

EdiSES [ aploide di vari gruppi appartenenti al regno animale.




ACIDI NUCLEICI

Grandezza e complessita del genoma

DNA di E. coli

0
s
@
2 20
E DNA di vitello

0
g 40 - 4“'&
5
Q
60 -
g 2
g 2, %
2 gol ?%
&
100 ' '

1 1 1 1 1
10° 107 0,1 1 10 102 108 10°
Cyt (concentrazione di DNA X tempo)

& Figura 1.68 Curve di C;t. Confronto fra le curve di rinatura- ﬂé 50%
zione di DNA estratto da cellule di vitello e di E. coli. La frazione che

s1 rinatura rapidamente & quella costituita da sequenze ripetute.

De Leo, Ginelli, Fasano
= Biologia e Genetica

Cot del DNA eucariotico

75%

riassociata

Frazi

25%

M4 103 102 101 1 10 102 103 104
Cot (mole x sec/litro)

& Figura 1.69 Curva di C;t del DNA eucariotico. Circa il 25% del
DNA eucariotico & costituito da sequenze altamente ripetute, il 30%
da sequenze mediamente ripetute e la restante parte da DNA a sin-
gola copia.



Le classi del DNA

ACIDI NUCLEICI

Genoma Umano
3200 Mb
I

Geni e sequenze
associate
800 Mb (25%)

DNA extragenico
2400 Mb (75%)

Non codificante

23,5%
Mediamente Altamente
| |
| |
Ripetuto in tandem Disperso
Introni Pseudogeni
Minisatelliti | Microsatelliti| | SINE LINE

Regioni di

controllo Satellite Retrotrasposoni
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Figura 1.1.3.3 1l 5-10% dei geni nucleari sono “RMNA-

genes™,



Sequenze Geniche : circa 30000 oggi noti

Sequenze geniche uniche: Circa il 50% dei geni totali.
(copie singole per corredo aploide)

Sequenze geniche mediamente ripetute: RNA ribosomiali

(da poche decine fino a 103-10° volte) RNA transfer
proteine istoniche
ubiquitina

famiglie geniche (gruppi di geni non identici
piu 0 meno strettamente correlati)



guenze mediamente ripetute (da poche decine fino a 103-10° volte)

RNA ribosomali (ripetuti in tandem-cioé testa-coda)

' Le anse di cromatina contenenti i geni per gli RNAr provengono da 10 cromosomi separati -
13-14-15-21-22 contenute nel nucleolo (5S sul cromosoma 1)




equenze mediamente ripetute: famiglie geniche (gruppi di geni non identici ma
piu 0 meno strettamente correlati).

Sequenza
L spaziatrice  wi yal az al

T ----:

'-.-

Locus dell’'a globina
Cromosoma 16

Ef®rionale Ps%udogenl fetale e
adulta

Sequenza
w2 g Spaziatrice

Locus della B globina T wbl d b

Cromosoma 11

W

Pseudogene Fetale Pseudogene Adulta
Embrionale

Costituite da sequenze di DNA simili tra loro e localizzati in punti diversi del genoma. Es., gruppo di geni che codifica per
catene polipeptidiche che entrano nella composizione di proteine che trasportano I'ossigeno: la alfa-globina e la beta-
globina. Inoltre, membri distinti di una famiglia di geni possono essere trascritti in tessuti diversi o a stadi diversi dello
sviluppo. Es., le subunita a e B dell’emoglobina sono entrambe codificate da famiglie di geni nel genoma umano, e membri
diversi di questa famiglia sono espressi nei tessuti embrionali, fetali e adulti.

Si pensa che le famiglie di geni si siano originate per duplicazione di un gene ancestrale originale e che i diversi membri
della famiglia si siano diversificati come consequenza di mutazioni durante I’evoluzione.
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1enze geniche ( porzione del genoma che codifica per una proteina o per I'RNA e chiamato gene) -
one codificante, ESONI + frazione non codificante: INTRONI e PROMOTORE

sequenza spaziatrice introne 1 introne 2 sequenza spaziatrice
S 3
y — — 3
esone 1 esone 2 esone 3

‘ Trascrizione

Trascritto 5 3
primario di RNA | ' ' I

l Splicing

RNAmM 5[ | I 3

In termini molecolari un gene puo essere definito come un segmento di DNA che é espresso
per produrre un prodotto funzionante, che puo essere sia un RNA (ad es. ribosomale e
transfer) o un polipeptide. Una parte del DNA che non codifica negli eucarioti € composto da
lunghe sequenze di DNA che si trovano fra i geni (sequenze spaziatrici).



La scoperta degli introni, 1977 avvenne studiando la sintesi dell’albumina, la principale proteina
dell'albume, che viene prodotta solo nelle cellule dell'ovidotto delle galline ovaiole

DNA
Gene hexon (proteina strutturale)
the twa strandsin eéoni ]
DNA are separated ,-f:‘;"j’f/m‘“*»-ﬁ
1 2 3 4
DNA adenovirus——F 1T E i i
a ¢ 12 3
W ‘-_‘k\ﬁ/
introni
+
W—\ DNA a singolo filamento
ana of the DNA strands forms P. Sharp e R Roberts
a hybrid with massanger BMA ‘i’ , .
utilizzarono I'adenovirus Estremita 5 del’/RNAM
perché il suo genoma é . 5
piccolo e gli RNAm sono Esone 1+ P brido RN
prodotti in alta quantita.
b Esaminarono al microscopio Introne [
0 DNA elettronico gli ibridi RNA- Esone 3
DNA. Esone 4~
‘\ Introne 2 Estremita 3' del’lRNAm
.. messenger ANA .. .
The Nobel Prize in Physiology or Medicine 1993 -

Richard J. Roberts, Phillip A. Sharp




rificato degli introni.

resenti nella maggior parte degli eucarioti complessi, anche se non sono universali. Quasi tutti i geni degli istoni ad es., sono
ni ed e chiaro quindi, che gli introni non sono necessari per la funzione dei geni nelle cellule eucariotiche. Inoltre, gli introni no
> nella maggior parte degli eucarioti semplici come ad es, i lieviti.

sa che gli introni rappresentino cio che rimane di sequenze che avevano avuto importanza nell’evoluzione. In particolare, gli in
bero avere aiutato ad accelerare I’evoluzione facilitando la ricombinazione fra regioni che codificano (esoni) geni diversi (proce
yme il rimescolamento degli esoni). E’ infatti stato dimostrato che alcuni geni sono delle chimere di esoni derivati da parecchi a

microRNA sono intronici
esone 1 introne 1 esone 2 introne2 esone 3
DNA 5 =
3’ 5!

Trascrizione

Splicing
RNAM 5 | | e 3’
5 UTR 3 UTR
l Traduzione

Proteina | | I
1 4] T4 14




Sequenze mediamente ripetute (da poche decine fino a 103-10° volte) :pseudogeni ( i relitti gen

Sequenza
Locus dell’a globina { spaziatrice  w{ wal a2  al
Cromosoma 16 0? - e -:
Embrionale Pseudééeni fetale e
adulta
Sequenza

Locus della B globina yb2 e spazialice Gy Ay

Cromosoma 11 T T - _ F_ -

Pseudogene Feuﬂe Pseudogene  Adulta
Embrionale

Alcune mutazioni inattivarono i geni: Pseudogeni=geni che hanno perso la capacita
di esprimere il loro prodotto.



Le classi del DNA

Genoma Umano

3200 Mb
I
|
Geni e sequenze DNA extragenico
associate 2400 Mb (75%)
800 Mb (25%)
|
Non codificante
23,5%
Mediamente Altamente
| |
| |
Ripetuto in tandem Disperso
Introni Pseudogeni
Minisatelliti | Microsatelliti| | SINE LINE
Regioni di
controllo Satellite Retrotrasposoni

Trasposoni a DNA




| Sequenze non geniche o
Sequenze uniche: sequenze spaziatrici

(copie singole per corredo aploide)

Sequenze mediamente ripetute: la maggior parte inattive dal punto di
(da poche decine fino a 103-10° volte) vista trascrizionale; molto eterogenee
raggruppate in cluster o intersperse.

Sequenze altamente ripetute: la maggior parte inattive dal punto di
(10°-107) vista trascrizionale; molto eterogenee
raggruppate in cluster ( ripetute in tandemil:

satelliti
minisatelliti
microsatelliti
o intersperse:
SINE
LINE
Elementi retrovirus simili - LT]
Trasposoni a DNA




Sequenze altamente ripetute:
(10°-107)

1. Satellite
Unita da 5 a 200 bp
Segmenti lunghi fino a
qualche centinaio
di chilobasi

3. Microsatelliti
Unita < 4bp
Segmenti lunghi fino150 pb

la maggior parte inattive dal punto di

vista trascrizionale; molto eterogenee;
raggruppate in cluster: satelliti
minisatelliti
microsatelliti

2. Minisatelliti
Unita da 2 fino a 5 bp
Segmenti lunghi fino a 25 kb



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

c) DNA microsatellite: sequenze corte

«— Telomero (unita ripetute in

tandem del minisatellite
| AGGGTT). Lunghezza di
|1 diverse kb.

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

— Microsatelliti (ampiamente
distribuiti nei vari cromosomi)

—_—

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



Le classi del DNA

Genoma Umano

3200 Mb
I
|
Geni e sequenze DNA extragenico
associate 2400 Mb (75%)
800 Mb (25%)
|
Non codificante
23,5%
Mediamente Altamente
| |
| |
Ripetuto in tandem Disperso
Introni Pseudogeni
Minisatelliti | Microsatelliti| | SINE LINE
Regioni di
controllo Satellite Retrotrasposoni

Trasposoni a DNA




Sequenze altamente ripetute: (10°-107)

SINE (short interspersed elements, brevi elementi sparsi 13% genoma). Sono principalmente
sequenze Alu. Le sequenze Alu sono lunghe circa 300 pb e nel genoma ne esistono circa 1,3
milioni . Sono trascritte ma non codificano proteine. Significato sconosciuto

LINE (long interspersed elements, lunghi elementi sparsi, 21%). Sono lunghe circa 6000 pb e sono
ripetute circa 1000000 volte nel genoma. Sono trascritte e alcune codificano per proteine la cui
funzione non e conosciuta nella fisiologia della cellula.



Sequenze altamente ripetute (10°-107) intersperse: SINE LINE

Sia le SINE che le LINE sono esempi di elementi trasponibili, cioe retrotrasposoni, e la
loro trasposizione € mediata dalla trascrizione inversa. L'RNA trascritto da una SINE o
LINE viene ricopiato in una molecola di DNA da parte di una trascrittasi inversa
presente nella cellula, e questa nuova copia a DNA dell’elemento ripetuto si integra
successivamente in un nuovo sito nel genoma.

LINE
- Trascrittasi inversa A =

A

& kb

e



