daughter
molecule

old strand new strand

daughter
molecule
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Mitotic Phase
Interphase

Mitosis Formation
of 2 daughter

ﬁ o
Cell
growth
Interphase Interphase

DNA
Cell growth

synthesis
DNA
replication

0
\V WHAT IS THE MECHANISM
i Gap phase | } — OF DNA REPLICATION ?
}

w

Gy: Gap pahse 0: quiescent cell
S: Synthesis

M: Mitosi Mitotic phase



(a) Hypothesis 1: (b) Hypothesis 2: (c) Hypothesis 3:
Semi-conservative replication Conservative replication Dispersive replication
fren y_r-: A
(Z‘;. f?‘

A '}* >
) “

€
£,

A >TH

~

R ¢ T
T £ vv-‘

N

¥ N\

https://www.youtube.com/watch?v=JdcUQ_TZCGOw s



(a) MESELSON-STAHL EXPERIMENT

Question: Is replication conservative or semi-conservative?

/ﬂ> A

- 15N

Generation 0

@ DNA sample

-
Cell transfer %

=1
!

y )
g Generation 1
@ DNA sample
{
"N Generation 2
@ DNA sample
Top of ——
centrifuge tube
(lower density)
14N | .|
Hybrid — ——:-
15N -
Bottom of B
centrifuge tube 0 1 2
(higher density) Generation

1. Grow E. coli cells in
medium with 15N as sole
source of nitrogen. Collect
sample and purify DNA.

2. Transfer cells to medium
containing 14N. After cells
divide once, collect sample
and purify DNA.

3. After cells have divided
a second time in 14N
medium, collect sample
and purify DNA.

4. Centrifuge the three
samples and compare the
location of the bands. DNA
containing 15N is heavier
than DNA containing 4N
and forms a band lower in
the tube.

Conclusion?

N': 7 protons/7 neutrons “light”
N's: 7 protons/8 neutrons “heavy”

100% of DNA is N3

ca. 20 min
=1 Generation
1x DNA replication
(100% of DNA is hybrid N14/N15)

ca. 20 min
=1 Generation
1x DNA replication
(50% DNA N4, 25% of DNA N1°)

-

mix DNA into centrifuge
cesium chloride rotor
solutiuon

pyright © 2009

e
— —",5

centrifuge a density
100,000 x g gradient
until equilibrated
814



14 generasions of growth

(b) Predictions

Semi-conservative
replication hypothesis

Sarme-
cONMerVHT e

Regdcation

Jltracentrifuge

80 Tiene (min.)
* ** *k%k *%k%k *kkk
Hybrid 14N Hybrid 14N all all 50% 25% 12.5%
* % % DNA DNA  pNAN'™ DNAN'5 DNANS
IS Hybrid  5q9, 75%  87.5%
Ne N'9/N'*  DNAN'™* DNAN' DNA N

p.A. Copyright © 2009 815



(b) Predictions
Semi-conservative Conservative Dispersive replication
replication hypothesis replication hypothesis frea
5&
e

ALL BACTERIA /4
A,

20 minutes in
N14 (1 replication)

20 minutes in

N14 (1 replication)
Hybrid 14N  Hybrid 14N . yo §
* %% .
After 2 generations: After 2 generations: th | n k? ’? ?
1/2 intermediate density DNA 1/4 high density DNA
1/2 low density DNA 3/4 low density DNA

/ Hypothesis supported X Hypothesis rejected




3,

daughter
molecule

5 S

old strand new strand

3’ 3’

daughter
molecule

5’

INNESCO/PRIMER
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3’

daughter
molecule

5,

5,

/

old strand new strand

\

3 3

daughter
molecule

5’

INNESCO/PRIMER

el b innesco ibridato

terminale di crescita del DNA

0 0 0 base | (A, G, CoT) o, | | on 37
HO—L|—O—L| —O—LI—O—CH ' E ;]E fllamento stampo

> I > I > | 3'Hoﬁ aTCaw aTCaH aTCaﬁ LQS'
! P * or dsDNA ssSDNA
dATP dCTP dGTP dTTP STAMPO / TEMPLATE
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catalisi

innesco 5/

appaiamento delle basi

0,0,0.0. %0,

pirofosfatasi
Q0O ~2Q

00,085,
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Usa un unico sito attivo per

a appaiamento corretto ’ b appaiamento scorretto ' catalizzare |’ aggiunta di 4
0 ~~ 0 diversi nucleotidi.
stampo C—0—P—0 ‘ C—O—FL—O 5 g
© H La geometria delle coppie
appaiamento é praticamente identica.

delle basi \

Controlla la formazione

del giusto appaiamento
A-T; G-C

Coppie di base non
corrette:
Abassamento della
velocita (-10.000x) =
‘“selezione cinetica”

La velocita di formazione
aumenta di molto (10000x)
quando il nucleotide &
corretto.

Repair mechanisms exist that remove rNTPs that were introduced into the newly synthesized DNA strand 8|10



Cellula:
dNTP : rNTP=1:10

Velocita
incorporazione
gi;;fiiminawfe rNTP e 1000x piu
amminoacidi bassadei dNTP

2 amminoacidi
interagiscono con

zuccherodel dNTP
(van der Waals)

2 amminoacidinon
interagiscono con
NTP: OH occupa

DNA polimerasi - 7 ' : - Troppo spazio

La presenzadel 2’ -
OH sulrNTP
determina un
impedimento steg'liﬁo
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Palm:
beta sheet
contains:

main elements

of catalytic center
Binds 2 bivalent
lons: Mg2* or Zn2+

Mt

innesco

Base+

deossiribosio

dNTP
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Il ruolo del palmo (palm)

Palm:
Mg#* Mg? beta sheet
contains:
main elements
of catalytic center
Binds 2 bivalent
lons: Mg2* or Zn2*

Mg2+: A: reduce affinita del O per il suo H

Mg2+: B: neutraliza 3 cariche negative del trifosfato

deossiriborio

dNTP

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8113




Il ruolo del palmo (palm) 4t _ poliice

-controlla 'appaiamento delle basi

appena state polimerizzate

attraverso numerosi legami idrogeno

attreverso il minor groove - poimo

- struttura del palm permette una stampo
interazzione independente della L\
segeunza N, N\t

-Appaiamenti scorrette ostacoloano i INNeSCO
contatti nel solco minore=>
Abassamento della velocita di catalisi

-Nucleotidi mal appaiate vengono
eliminati - proofreading (controllo
dell’accuratezza della sintesi) sampo 3

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli edit 3



Il ruolo delle dita: -entra dNTP in centro catalitico
- appaiamento del dNTP con stampo
- rotazione 40 gradi delle elica O
- Tyrdella elica O forma interazione con la base (hydrophobic
interaction)
-Lys and Arg della elica O stabiliscono il triphosphato
- Mg2* (Zn2*) in centro catalitico: 1. reduce affinita del 3’ O dell
ribosio per il suo H; 2. neutraliza 3 cariche negative del

trifosfato
a b
elica O elica O
della DNA (chiusa)

polimerasi 3/ ARG
(aperta) \ /\(

5
innesco stampo 15



Il ruolo delle dita:

pollice

nucleotide entrante

stampo

\\‘ “\ 3’
base -2 viene spostato’ dal
del centro catalitico

5[

base -1 in centro catalitime/sco
~ stampo base 4

\ curvato dello stampo
~ FUNCTION:
- - Finger domain functions to bind the
nucleoside triphosphates with the template

base
- Bends template strand to exclusively

expose the -1 nucleotide in the catalytic
center




Il ruolo del pollice:

-Interagisce con il DNA neosintetizato

-Mantiene in corretta posizione I'innesco, e il sito attivo
-Stabilizza il complesso DNA polimerase e substrato
-(interazione elettrostatiche con DNA backbone)
FUNZIONE: Ve

- High processivity dita pollice
> Translocation of DNA ¢
- Positioning of the DNA ' 4
| nucleotide entrante
‘ stampo
\ — 3/
5[
> stampo base nNesco
- cunvato dello stampo
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O T O Step pit importante della sintesi
S’M OH-3' . ngm . . .
| = rate limiting step/reazione limitante
e e A oo —-LEGAME POL ALLA GIUNZIONE
(lento) STAMPO-INNESCO (1 secondo)
DNA polimerasi "Qutativa" DNA polimerasi
non processiva processiva .
D 5 - e Pol non processiva:
il ﬂrﬂrﬂ ‘7‘7“ ‘ﬂTrﬂmﬂﬂ“ﬂ“ condizioni non favorevole; polimerasi
s LU s LLLLILL S lascia il subtrato dopo aver aggiunto 1 dNTP
sintesi del DNA .
(veloce) Pol processiva:
Sl s A - Partenza OK; sinetesi/polimerisazione accelera 1000nt
¥ ’Wﬁﬂm“ > T T T per seconda. Max sitesi: 50.000 nucelotidi
o LI TN
aggiunta di/un sblo aggiunta di molti/dNTP - Forze di interaZione:
TP 1. Pollice + Fosfati impalcatura

rilascio della DNA polimerasi

interazioni elettrostatiche
2. Palmo: Solco minore: H-bonds

3"IHIIIII][[IIII]][IIII]][[III][['5' NN Dopo sintesi di 1 nUCI?OtIde
o UL o LUV o0 H-bonds vengono rotti

Interazione pollice-DNA mantenute
Pol se muove 1 nt avanti e H-bonds
vengono stabiliti > ->—>altavelocita
della polimerisazione
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a sintesi del DNA lenta o assente

scorretto
appaiamento
dell’ultima [ pollice

\ 3'-OH

base

\ sito attivo

delle
esonucleasi

b rimozione dei nucleotidi
male appaiati

’
— H]' esonucleasi

C ripristino della normale attivita di sintesi

5
3

- La DNA polimerasi ha una attivita esonuleolitica

Osservazione:
Correttezza della sintesi: 1 errore per 10° nucleotidi, causato solo della
tautomeria delle basi (esisitno ancora altre motivi per errori)

Osservato: 1 errore per 10'% nucleotidi
-> Pol ha funzione di proofreading!!!

DNA polimerase:

Attivita: 5°’> 3’ polimerase

Attivita: 3’>5’ esonuclease (exonuclease)
Viene aggiunto un nucleotide non corretto

—>3'OH si trova in una posizione non corretto

—>non ha funzione di innesco
—> processivitadella Pol diminuisce

— 1l sito attivo della DNA Pol lega con scarsa affinita lo stampo
mal appaiato

—> varie nucleotidi del filamento neosintetizato perdono
appaiamento

-il sito attivo della esonucleasi ha un’ affinita 10 x piu alta per
I” estremita 3’ a singolo filamento

—> idrolisi di 1 nucleotide (0 anche di piu)
- innesco OK - Polimerasi ri-parte



a sintesi del DNA lenta o assente
scorretto

appaiamento /;

dell‘ultima '~ pollice

base /A

S|to attivo
delle
esonucleasi

b rimozione dei nucleotidi
male appaiati

ESEMPIO: TAUTOMERIA

DELLA GUANINA

~1/10° viene inserita una forma tautomerica
Esonucleasi correttore di bozze corregge questi errori
dalla estremita 3 ‘ della catena.

N H |||||||
<’<N||n |||IH‘_—N
N zucchero

Olll o H —"_N
zucchero
citosina cheto-guanina
On i H—-"‘
2’<N_’__H Tl N
N zucchero
O oo H ”N
zucchero
timidina enol-guanlna

OK

- DNA pol utiliza anche enol-guanina

- Enol-guanina permette un appaiameneto T-G
- Forma Cheto-Guanina piu frequente —>

- Enol-guanina (T-G) cambia forma tautomerica:
cheto-guanina

- Appaimento T-G ripresenta missmatch

- Attivazione della proof-reading exonuclease

PROOFREADING
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Replication
forks
o) 74 \ 3’
3’ 5’
Daughter
Parental strand

strand



direzione di sintesi del filamento continuo

LEADING STRAND SYNTHESIS movimento della DNA polimerasi

filamento guida

direzione
della replicazione

———

RNA-primer T— N
primer a RNA

frammenti. di Okazaki /DNA polimeras /‘P/ IJ)/J[/ \ IJ)/J/ \ |J)'{ﬂ,\/

Polimerase legge il stampoin direzione3’'>5’
Sintetiza nuovo filamento in direzione: 5 2> 3’

’ / 0 v
filamento discontinuo «—— .3 Dopo sintesi del okazaki fragment
direzione della sintesi del filamento discontinuo L'inizio della sintesi del nuovo okazki fragment
LAGGING STRAND SYNTHESISmovimento della DNA polimerasi si sposta direzione forca
L Il |
DNA replicato DNA non replicato

Leading strand (flamento continuo) e lagging strand (flamento discontinuo).

La sintesidel filamento discontinuo viene ritardata in modo che si formi un tratto
sufficientemente lungo per essere duplicato.

Frammenti di Okazaki(lunghi 1000-2000 nei batteri, 100-400 eucarioti)

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8122



Template Initiation of
RNA synthesis
3/

Primase
_>

Synthesis of Extension of RNA primer
RNA primer by DNA polymerase
3/ ’

3

=l 0 (o] (@]
@l (= (@]

>
(=

-
>

[ |

-
>

]

DNA
polymerase

bl @]

G
T —
A
N
C

(@)

>

= (@) =] P2 (=) B

DY 5

THE CELL, Fourth Edition, Figure 6.4 © 2006 ASM Press and Sinauer

Associates, Inc.

Primase:

RNA Pol che sintetiza
5-10 nucleotidi di RNA
=innesco per la DNA Pol

Primase e una RNA polimerase
che nonrichiede sequenze
molto specifiche per iniziare

Forma complesso con DNA elicasi

RNA-primers vengono
allungati dalla DNA polimerasi

Lagging strand sintesi richiede
molti RNA primers

E. coli: Lagging strand DNA
contiene piu segeunze GTA
a rispetto del leading strand
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NI

5 LU

N”°Ve° filameto RNA -primer  Filametno DNA
ssDNA precedente
primed by RNA- RNasi H
primer
S IS
3l LLLEDILLETTLL <J_|_|_|_|_|_|_|_LL|_L 5

lS’ esonucleasi
NN
S LLLLLLEEL ALLLLLLLL

giunzione
iInnesco:stampo

DNA polimerasi

IS
T

La primasi € una RNA pol che forma corti inneschi che poi
vengono allungati dalla DNA pol.

Leading steand: richiede 1 innesco per <50000 nucelotidi
Lagging strand: richiede un primer ogni frammento di
Okazaki (100-400 nt eucarioti;

1000-2000 nt batterie).

RNasi H riconosce idroliza ribonucleotidi (impalcatura),
eccetto il ribonuceleotide covalentamente attacato al
nucleotide di inizio del DNA. |l ribonucleotide viene
rimossa da una esonucelasi.

viene poi riempito dalla DNA polimerasi

il nick sigillato dalla DNAligasi.
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ELICASI: Enzimi che legano e si spostano lungoil ssDNAutilizzando ATP.
Proteine esameriche che assumono la forma ad anello.

Altamente processive.
POLARITA: Orientamento dells processivita:5° = 3" anche 3" > 5’
¥y U/r\’l N definito tenendo conto del filamento

! cui la elicasi si lega
Leading strand synthesis'

(AT AT AT

“j,

Lagging strand synthesis

> T — ],
N DNA replication:
- (ADP) + (P DNA elicase con polarita
v 5’23’

3 ATtk | LT ”"IW'
"~.; | |45’
/1()"!»/

5 LU | T T T —
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DNA elicase: 6 subuinta. Ciascuna subunita ha un’ ansa a “forcina” che lega un fosfato e i due ribosi del

DNA. ATP hydrolysis = movimento cooridnato lungo il filamento ssDNA. - Separa anche i due filamenti
(poro centrale stretto per il doppio filamento - passa solo il singolo). “6 mani che tirano una fune”.

/
4
&5:* 2 anse a forcina )
N
Y
cambiamento strutturale _ cambiamento strutturale .
ATP ADP + Pi nessun nucleotide
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Dopo il passaggio dell’ elicasiil DNA potrebbe riappaiarsi.
Per stabilizzare - ssDNA-binding proteins.

Legame cooperativo, “non seqeunce specific”: interationi
elettrostatiche, impilamneto con le basi

(protein: RPA)

addizionali

legame di SSB T 0PI r N %
= KVT‘LL‘ )



9\ complesso replicativo

>0000\, NN VNN ON N AV NN NN S

replicazione

(superavvolgimenti

OO r_) positivi)

w OB J\\c\\o\\o\\o\\
NV
%O topoisomerasi Il
DNA tagliato

f\\oﬁ?
55
B
NN ( g
@ (000X
XA
passaggio del DNA
attraverso il taglio f\"\J/QL?
( 8 -
(superavvolgimenti

negativi)

NV

1\9»\%\9\\/«\0\\0&\
AN

A valle dei filamenti separati si formano
superavvolgimentipositivi.

Se non si eliminassero superavvolgimentila
replicazione si fermerebbe a causadella
tensione.

- Stress strutrale = REPLICATIVE STRESS
Rottatura ssDNA - DNA damage signal
(P-RPA) - DNA repair

- Genomicinstability - Cell deathor
elevated risk of cancerformation

Topoisomerasill + |



ITABELLA 8.1 Enzimi che agiscono a livello
della forca replicativa
E. coli S. cerevisiae Uomo
Primasi DnaG Primasi
DNA elicasi DnaB Complesso Mcm Complesso Mcm
SSB SSB RPA
Topoisomerasi Girasi, Topoisomerasi |, Il Topoisomerasi |, Il

topoisomerasi |

|TABELLA 8.2 Attivita e funzioni delle DNA polimerasi

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009

Numero
Procarioti (E. coli) delle subunita  Funzioni
ol 1 Rimozione dell'innesco, riparazione del DNA
Polll (Din A) 1 Riparazione del DNA
Pollll core 3 Replicazione del cromosoma
Pol lll oloenzima 9 Replicaziane del cromncama
Fol IV (Din B) i Riparazione del DNA, sintesi delle translesioni
(TLS)
Pol V 3 TLS
{UmuC, UmuD',C)
Numero
Eucarioti delle subunita  Funzioni
ol e 4 Sintesi dell'innesco durante la replicazione
del DNA
Pol p ] Riparazione delle basi elminate |
Poly 3 Replicazione del DNA mitocondriale e riparazione
Pol & 2-3 Sintesi di DNA sul filamento discontinuo;
riparazione delle basi e dei nucleotidi eliminati
Pole 4 Sintesi di DNA sul filamento guida;
riparazione delle basi e dei nucleotidi eliminati
Pol B i Riparazione dei cross-link
Pol C 1 Sintesi delle translesioni (TLS)
Pol ) 1 Riparazione del DNA associato alla meiosi
Polp 1 Ipermutazioni somatiche
Pol 1 TS
Folq 1 TLS relativamente accurate der dimeri
di ¢is-sin ciclobutano
Pol1 1 TLS, ipermutazioni somatiche
Rev1 1 TLS

Dati da Sutton M.D. e Walker G.C. 2001. Proc. Nat!. Acad. Sci. 98: 8342-8349 ¢ i nferimenti in quesio

contenuti.
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