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Le basi molecolari dell’ereditarieta

Prima della scoperta del materiale ereditario si ipotizzava

che esso dovesse:

e variare di quantita da specie a specie;
 avere la capacita di duplicarsi;

* regolare lo sviluppo cellulare.

Nel 1869 venne osservato per la prima volta il DNA

e venne denominato nucleina. m
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L’esperimento di Griffith

Fattore di trasformazione ¢ il nome dato da Frederick
Griffith al materiale ereditario nel 1928.

2. Le cellule batteriche
morte del ceppo S sono

1. | batteri del ceppo S mescolate con batteri
virulento sono uccisi vivi non virulenti del
dal calore. ceppo R.

Ceppo S Ceppo R
vivo vivo
(virulento) (non
J virulento)
Iniezione
; . Ve em— &
p bt Pt | N,
g — .‘;;-\" e - .
Il topo muore Il topo vive Il topo vive Il topo muore
Nel corpo del topo Nel corpo del topo Nel corpo del topo Nel corpo del topo
sono presenti batteri non sono presenti non sono presenti sono presenti batteri
vivi del ceppo S batteri vivi batteri vivi vivi del ceppo S
Una sostanza chimica proveniente da una cellula puo trasformare geneticamente un‘altra cellula. m
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1. Batteri virulenti del
ceppo S uccisi dal calore
vengono omogeneizzati
e filtrati.

Ceppo S
(virulento)

filtrato
e 2.Sitrattano i

N \ campioni con
J * enzimi che
distruggono
selettivamente
I'RNA, le proteine
o il DNA.

RNasi Proteasi DNasi
(distrugge (distrugge (distrugge

I'RNA) le proteine) il DNA
3. Si aggiungono
i campioni
trattati a colture
di batteri del
ceppo R.

CeppoR
(non virulento)

Batteri virulenti del ceppo S e del ceppo R Soltanto
batteri
del ceppo R

4. Le colture trattate

con RNasi e con proteasi
contengono batteri del ceppo S
trasformati...

5. ... mentre la coltura
trattata con DNasi non
contiene batteri del
ceppo S trasformati.
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L’esperimento
di Avery

Nel 1944 Oswald Avery
dimostro che il fattore di
trasformazione era il DNA.

Tuttavia si riteneva il DNA
troppo semplice, rispetto
alle proteine, per essere |l

materiale genetico.




Esperimento 1

1a. | fagi sono marcati con *?P.
Il P & presente nel DNA,

non nelle proteine.

DNA con *2P
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5a. La maggior parte
del 3?P si trova nel pellet
insieme ai batteri.

Pellet a

Esperimento 2

1b. | fagi sono marcati con S.
ma L'S é presente nelle proteine,
ma non nel DNA.

Proteine del capside con *S

2. | batteri vengono

infettati con i fagi ‘
marcati.

3. l'agitazione in un
frullatore causa il
distacco dei fagi dalle

1 |
cellule batteriche. “"
]

4. la ‘ "—';3,

centrifugazione
fa depositare le
cellule batteriche
sul fondo della
provetta, a
formare un
pellet. Il fluido
surnatante
contiene i virus.

7 Liquido
R surnatante
5b. La maggior parte |
dell’**S si trova nel
fluido surnatante

insieme alle
particelle virali.
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Gli esperimenti
di Hershey e Chase

Nel 1952 Alfred D. Hershey e
Martha Chase dimostrarono
definitivamente che |l
materiale genetico e costituito

dal DNA e non dalle proteine.
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La struttura elicoidale del DNA

Gli esperimenti di Rosalind Franklin con la cristallografia
ai raggi X dimostrarono la forma elicoidale della

molecola di DNA.

.....

| Fonte di raggi X Schermo di piombo Pellicola fotografica l
Queste macchie sono
prodotte dai raggi X
diffratti dal DNA.
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La composizione chimica del DNA

Il DNA e un polimero composto da nucleotidi.

Ogni nucleotide e formato da:

* una molecola di zucchero (desossiribosio);

* un gruppo fosfato;

* una base azotata (adenina, guanina, citosina, timina).
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La regola di Chargaff

Nel DNA la quantita totale delle purine
(adenina e guanina) € sempre uguale a quella
delle pirimidine (timina e citosina).

Il
\\ _la

Nel DNA,
A+G...

...e sempre
ugualea T+ C.

&

Purine = Pirimidine
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Fosforo

Il modello a
doppia elica

Carbonio
nello scheletro
zucchero-fosfato

Nel 1953 Watson e Crick
Ossigeno proposero il modello

tridimensionale con struttura
a doppia elica del DNA.

Basi azotate

L T ~ - F
Le due catene

sono antiparallele
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La struttura del DNA

La molecola presenta tre caratteristiche importanti:

1. le due catene sono complementari e antiparallele;

2. 1legami tra nucleotidi in ciascuna catena sono
legami covalenti, mentre quelli che uniscono |
filamenti appaiati sono legami a idrogeno;

3. l'elica ha avvolgimento destrogiro che crea un
solco maggiore e un solco minore.
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Coppie di basi complementari formano
legami a idrogeno che mantengono uniti

i due filamenti della doppia elica di DNA. Le coppie Estremita 3
TA formano
due legami a
g idrogeno.
Estremita 5
Estremita 5'

OPO;

Estremita3’ _

Solco
minore

Solco
maggiore

Ogni gruppo

fosfato si lega Le coppie GC

al carbonio 5 di formano tre

un nucleotide \ legami a idrogeno.
e all'ossigeno

del carbonio 3'
del nucleotide
precedente.

C
OH 0PO;
Estremita 3 Estremita 5' |
0=P—0"
i
:
Entrambi i filamenti
decorrono in direzione 5' — 3,
ovvero sono antiparalleli. Estremita 5

Estremita 3’
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Il DNA e in grado di replicarsi

DNA. | risultati
sperimental

dimostrarono che la

duplicazione e

semiconservativa.
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DNA originario

Esistevano diverse  Y¥RYWAK <

teorie circa il metodo
di duplicazione del

Dopo un ciclo
di duplicazione

YA
YA

YA
YA

YRR
YA

YA <

YA <

In base al modello
semiconservativo
ciascuna molecola di
DNA contiene un intero
filamento vecchio e un
intero filamento nuovo.

In base al modello
conservativo la
molecola originaria
viene mantenuta e

si assiste alla sintesi
di un‘intera molecola
nuova.

In base al modello
dispersivo la sintesi
del DNA origina
due molecole i

cui filamenti sono

costituiti da frammenti
di DNA vecchio e
neosintetizzato.
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La duplicazione del DNA

La duplicazione del DNA richiede precise condizioni

e si svolge in due fasi:

1. separazione dei due filamenti del DNA stampo

grazie a specifici enzimi;

2. allungamento di ciascun filamento per aggiunta di
nucleotidi all’'estremita 3’ grazie alla DNA polimerasi.
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L’allungamento del DNA

Filamento in crescita Filamento stampo Filamento in crescita Filamento stampo
Estremita 5' Estremita 3' Estremita 5 Estremita 3
OH

Fosfato

Zucchero )
L'enzima DNA

polimerasi aggiunge il
desossiribonucleotide
successivo al gruppo —OH
sull'estremita 3’ del filamento
in crescita.

Base

| nuovi nucleotidi sono
aggiunti sull'estremita
3’ del filamento in

crescita.

DNA polimerasi

OH
Estremita 3’

lone pirofosfato .

| legami trai

. : fosfati si rompono,

Csiappaia Estremita 5' liberando I'energia
con G. loni fosfato O necessaria per la

- m

Estremita 3’

Estremita 5'
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Il complesso di duplicazione

Numerose proteine, oltre alla DNA polimerasi,
sono coinvolte nella duplicazione del DNA.

Una volta rotti i legami a
La DNA polimerasi idrogeno tra le basi azotate

Stampo del filamento allunga entrambi \ i interviene la DNA elicasi,

veloce i — che apre la doppia elica e

consente alla duplicazione DNA parentale
3 - di continuare.
5' ) 3’

v‘\.q z
A\\&\ \y 4
)

Filamento veloce

Frammento Primer '*\.L —- ,\ .
Filamento lento di Okazaki  aRNA 5 *"
\ y T

> N\ Proteine leganti il DNA a singolo
A\ 3 . filamento tengono separati i

filamenti stampo.

Stampo del La primasi
filamento -~

lento DNA polimerasi sintetizza un primer. m
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Le forcelle di duplicazione

Il complesso di duplicazione avvia la sintesi di DNA
da un punto specifico chiamato ori.

Da questo punto il DNA inizia a svolgersi in due

forcelle di duplicazione distinte.

)
—’ 4_ . .
| complessi di
4_ . .
duplicazione sono
(U stazionari e il DNA
Forcella :
(O, vi scorre attraverso.

di duplicazione
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La primasi inizia la duplicazione

Su ciascuno dei due filamenti I'enzima primasi sintetizza
un breve primer complementare al filamento stampo.

1. La primasi si lega
al filamento stampo
e sintetizza un primer
di RNA.

. .
“_ﬁ_ /Prlma5|
Lo

Filamento stampo
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La polimerasi continua la sintesi

Primer di RNA

5 L’enzima DNA

2. Quando il primer é

polimerasi aggiunge
completo, la primasi si DNA poll . -
stacca. La DNA polimerasi si polimerast Nnu CI eOt|d I

lega e sintetizza nuovo DNA

. 2N
& ' allestremita 3' del
Primasi | pnmer

Nuovo filamento

mmm&“
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| filamenti si formano diversamente

La sintesi del filamento
veloce é continua.

Il filamento lento é sintetizzato sotto La flgrceilla di
forma di frammenti di Okazaki. replicazione
cresce.

3!
5fWW%” ’% .
Frammenti di Okazaki 3
—_—
3 5'
5!
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La DNA polimerasi
aggiunge nucleotidi solo
all’'estremita 3'.

Dunque la duplicazione e
continua sul filamento
veloce, ma discontinua e
procede a ritroso sul

filamento lento.
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La duplicazione del fillamento lento

DNA polimerasi | \

Primasi

3. La DNA polimerasi
lidrolizza il primere lo
rimpiazza con DNA.

Filamento
ritardato  primerdi RNA

[

* TPITTTITITS

’\L Primer

di RNA Interruzione

5"

Stampo del

filamento ] ]

ritardato 1. La primasi
forma un

primer di RNA.

DNA ligasi —
Y 2. La DNA polimerasi lll aggiunge (aperta)
nucleotidi al nuovo frammento di
Okazaki solo all'estremita 3’ fino a
incontrare il primer del frammento
di Okazaki precedente.

S

DNA polimerasi IlI

Frammento di Okazaki

5’

DNAI A 4. La DNA ligasi catalizza la
A ligast formazione di legami fosfodiestere
(chiusa) . . .
che alla fine uniscono i due
frammenti di Okazaki.
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| telomeri

| telomeri sono sequenze ripetitive all'estremita dei

cromosomi di molti eucarioti.

A ogni duplicazione i telomeri si accorciano perche |l
DNA del filamento stampo non replicato all’estremita 3'

viene rimosso.

Nelle cellule staminali le telomerasi usano un RNA
stampo per estendere il telomero ed evitare
’accorciamento del cromosoma.
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L’enzima telomerasi

TITTTTT T

3 ool ehededdbdaldallll

DNA parentale Telomero l

Nuovi
filamenti
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Nella maggior parte delle
cellule i nucleotidi terminali
non replicati vengono rimossi
e il cromosoma si accorcia.

Telomero
/ Stampo di RNA

Nelle cellule staminali
|'enzima telomerasi utilizza
uno stampo di RNA per
estendere il telomero.

La telomerasi si sposta verso
la nuova estremita terminale

e la DNA polimerasi riempie lo
spazio vuoto. Questo processo
puo essere ripetuto molte
volte per allungare il telomero.




| meccanismi di riparazione
del DNA

Il DNA e soggetto ad alterazioni che possono essere
riparate grazie a tre meccanismi di riparazione:

1. una correzione di bozze;
2. una riparazione delle anomalie di appaiamento;

3. una riparazione per escissione.
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Correzione di bozze

La correzione di bozze (proofreading) corregge gli errori
a mano a mano che la DNA polimerasi li compie.

2. Le proteine
del complesso di

duplicazione rimuovono 3. La DNA polimerasi

immediatamente il i
¢ aggiunge la base corretta
4 nucleotide non corretto. ﬁ% e la duplicazione continua.
1. Durante la duplicazione del @ @

DNA, una base sbagliata puo

essere aggiunta alla catena in
via di accrescimento.

_— DNA polimerasi

Sadava et al. La nuova biologia.blu © Zanichelli 2016



Riparazione dei disappaiamenti

La riparazione delle anomalie di appaiamento
(mismatch repair) esamina il DNA subito dopo che si e

duplicato e corregge gli appaiamenti sbagliati.

_—DNA
polimerasi |
mm—\; ;

1. Durante la duplicazione del DNA & 2. Le proteine del meccanismo
. . . 3.LaDNA
stata aggiunta una base disappaiata, di riparazione delle anomalie di polimerasi |
che é sfuggita al meccanismo di appaiamento tagliano la base . .
. . aggiunge le basi
correzione di bozze. disappaiata e alcune basi adiacenti. corrette
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Riparazione per escissione

La riparazione per escissione rimuove le basi anomale
dovute ad un agente chimico e le sostituisce con basi

funzionali.

iy I
W rmmmmgmmm mnmﬁ?imm

2. Le proteine del
meccanismo di riparazione
per escissione tagliano la
base danneggiata insieme ad
alcune basi adiacenti.

1. Una base del DNA é danneggiata,
perdendo la propria funzionalita. ; -

3. La DNA polimerasi aggiunge le
basi corrette, duplicando il breve

filamento in direzione 5" — 3
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