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|TABELLA 8.2 Attivita e funzioni delle DNA polimerasi

Procarioti (E. coli)

Numero
delle subunita

Funzioni

Pol | 1 Rimozione dell'innesco, riparazione del DNA
Pol Il (Din A} 1 Riparazione del DNA
Pol lll core 3 Replicazione del cromosoma
Pol lll oloenzima 9 Replicazione del cromosoma
Fol TV (Din B) i Riparazione del DNA, sintesi delle translesioni
(TLS)
Pol Vv 3 TLS
{UmuC, UmuD*,C)
Numero
Eucarioti delle subunita  Funzioni
ol ot 4 Sintesi dell'innesco durante la replicazione
del DNA
Fol B 1 Riparazione delle basi eliminate
Pol i 3 Replicazione del DNA mitocondriale e riparazione
Pol & 2-3 Sintest di DNA sul filamento discontinuo;
riparazione delle basi e dei nucleotidi eliminati
Pol e 4 Sintesi di DNA sul filamento guida;
riparazione delle basi e dei nucleotidi eliminati
Fol B i Riparazione dei cross-link
Pol 1 Sintesi delle translesioni {TLS)
Pol ). 1 Riparazione del DNA associato alla meiosi
Pol 1 Ipermutazion: somatiche
Pol x 1 TLS
Fol 1 TLS relativamente accurate der dimeri
di ¢is-sin ciclobutano
Polt 1 TLS, ipermutazioni somatiche
Rev1 1 TLS

Dati da Sutton M.D. e Walker G.C. 2001. Proc. Natl. Acad. Sci. 98: 8342-8349 e i riferimenti it

ontenuty

quesio

Primasi: RNA polimerasi &€ associata all’elicasi

DNA Pol I: debole 5= 3’ synthesis activity

Utilizza 3’25’ exonuclease activity per eliminare

RNA primer (dopo RNAseH ) = riempie gape

DNA Pol Il holoenzyme:
Estremamente processiva

Complesso Pol alpha/Primasi (4 subunita)+

2subunita x attivita Primasi + 2 subunita x attivita

DNA Polimerasi
Switching della polimerasi

Duplicazione del genoma (varie subunita)

;opyright © 2009
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3"lllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllllll TTTTTTTTTIrng >
5 lllllllllllllll,3,
DNA Pol o/primasi @ sintesi del primer a RNA
da parte della primasi
. A i Subunita Primase: sintesi del RNA primer
lsintesi del DNA
da parte della Pol o
5 Py 5 Subunita Pol alpha sintetiza lentamente
m UL TTTTTTITTITToT DNA
5 5 LLLLLLEELLLRLLE 5
DNAPoldoe
A
sliding — o\ Y \\
clamp /—\
N \/
o - .. Pol delta/epsilon con SLIDING CLAMP
TITTTTIveen TITTITTTeTuurorvnveruoveveveveenvenvem . . .
5 JLLILLILLL Ng sudiiinmnniit s rimpiazza DNA Pol alpha/Primase
’ Riclutamento DNA Pol d o ¢
J— -> assiemealta processivita)
o LLLLELLLTL
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TRIMER OF
Human
PROTEIN
PCNA

Conservate nell’ evoluzion:
(virus, pro-eucarioti)

b direzione della replicazione
L —
sliding clamp sliding clamp:
aumenta la processivita

Senza clamp: DNA Pol lasciaiil

Template dopo ca 20-100nt.

Forte interazione con il sliding

clamp non permette la dissociazion
— e polimerase rimane associate con

Piu subunita a formare una ciambella. Il DNA neo-sintetizato

Interagiscono fortemente con la replication
fork DNA pol (epsilon/delta).

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 814
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IN VITRO

Watson et al., BIOLOGIA M(

Caricamento slide clamp:
Preseneza di giunzione stampo:innesco

—> Sliding clamp viene charicato da
un complesso di proteine (sliding
clamp loader

= “factor gamma”).

ATPase: caricamento con ATP —
clamp loader interagisce con sliding
clamp — apre clamp

—->DNA viene inserito — ATP
hydrolysis

—>3liding clamp si chiuede

—->SLIDE CLAMP LOADER IS
DISATTACHED FROM SLIDING
CLAMP

wditore S.p.A. Copyright © 2009 815



a sliding clamp

stampo DNA polimerasi

e

ST (L
, —~ o LLLLLUUULITEERTREREL

> ()
-
innesco
b
e A\
1//7 ‘/1\
3 = 5’
1] L Ty
5 L g o LLLLLELLDV VLTV, 5,
C

am
"'// /' _/"/"
( y *'\‘
d / : -
3 5
5 LLLCULLUELV VLV 5,
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- La DNA pol ha una grande affinita per la
sliding clamp

- Quando raggiunge l'estremita la presenza di
dsDNA nel suo sito attivo induce un
cambiamento conformazionale che ne riduce
Iaffinita.

- Quindi, DNA polimerase viene rilasciata.

- Sliding clamp rimane associato

e recluta proteine per la riparazione

dei fragementi di Okazakio chromatin
assembly proteins
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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 direzione 3’25’
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 817



—>Alivello della forca replicativa il filamento guida e quello discontinuo sono
sintetizzati simultaneamente

- Importante per limitare la presenza di ssDNA

- ssDNA e fragile; DNA break causa un danno al DNA molto grave

In E. coli,

oloenzima (holoenzyme) |
DNA pOI Il e costituito core della Pol lll protelar”
da / ponte

- 3 copie del core enzimatico
- sliding clamp loader (E.coli:
complesso gamma)

- sliding clamp

erssibiIeV
- 3 proteine “tau” caricatore

della sliding clamp—__

sliding clamp

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 818



direzione di sintesi del filamento continuo
movimento della DNA polimerasi
—

direzi one
della pI
—

direzione della sintesi del filamento discontinuo
movimento della DNA polimerasi
I

DNA replicato DNA non replicato

'ﬁ"/ DDA 3

—>Alivello della forca replicativalil
flamento guida e quello discontinuo
sono sintetizzati simultaneamente

- Importante per limitare la presenza
di ssDNA

- ssDNA e fragile; DNA break causa
un danno al DNA molto grave

a

h '

Lﬂ[‘z W/a / DNA polimerasi
w/‘ ”~ del filamento guida
caricatore i ,
della Narotema T ) 3
shiding clamp f
‘ )

shding \\ }!’\\ /5
clamp

DNA polimerasi —
non impegnata

proteine SSB

DNA polimerasi legate al DNA

del filamento
discontinuo

frammento di Okazaki >




/ DNA polimerasi
del filamento guida

5
AN
3 XA }mfi'{)vfij‘/
N A

caricatore
della

Vrotelnat o .
sliding clamp \

DNA polimerasi —
non impegnata

- 5
* OV,
DNA polimerasi

del filamento
discontinuo

" L) proteine SSB
5 legate al DNA

o

frammento di Okazaki — ./ \.y\/"S'

<=
<

b
9
\V4 ’T{‘/
3;»?\ Quﬁi’gwfj{ .

{

primasi
un primer a RNA ",

5 la polimerasi del filamento /‘ viene sintetizzato
discontinuo prosegue Zt_.ll filamento ‘
la sintesi del frammento (3 iscontinuo 5
di Okazaki Z P‘\ﬂ.
0
c

5

DATXD /ern
3”)“)("“)\@;/ 7\
X

A
la sliding clamp viene Lﬂ

caricata sul nuovo filamento
discontinuo appaiato con il primer

la DNA primasi
viene rilasciata

1. Helicase opens dsDNA

2. core polymeraselll+
sliding clamp loaded for leading
strand synthesis (long run until
core Pol Il is getting inefficient
or disattachment by replication
error

3. Helicase produces longer
ssDNA region for lagging strand
Synthesis

4. Primase produces RNA primer
for lagging strand synthesis

5. Single stranded template

for lagging strand synthesis

is twisted backwards

6. Complex gamma loads
slidingclamp on
RNA:DNA hybrid

RE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009

7. Pol lll core
loaded on sliding
clamp

la “seconda” polimerasi
del filamento
discontinuo lega

la sliding clamp

alla giunzione stampo
primer e inizia

a sintetizzare

un nuovo frammento
di Okazaki

8. When preceding
Okazaki fragment

Is finished - ‘
3 [ \/’
Pollllcore =/ ‘)U;ﬁ/ 2 A
Disattaches &7 5
And moves :ell?irlla':fenr:g :::Ti\sf:':;‘tinuog‘s J}\:\‘w;v‘\t
. si distacca dal DNA
towards helicases iz -iarsdome 2
8_Synthesis of di un frammento di Okazaki Z 1/
Other Okazaki fragment
starts
8110



la DNA elicasi
non e associata
alla DNA polimerasi

aumentata
attivita
elicasica

» /5:\‘ 3/, k o H S
\ ridotta attivita

(
\ \
N\ 2

< elicasica
DNA elicasi |
associata alla
. DNA polimerasi
5/
;g § Elicasi si stacca > abassamento
}5 Della processivita
3%, DNA Pol riaggunge DNA elicasi
Tau interagisce con elicasi )
51

e la DNA polimerase.
Elicasi lavora a velocita della
DNA Pol.

Il complesso ditutte le proteine che lavorano alla forca
replicativa prende il nome di replisoma (replisome).

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8111



replicptore REPLICON:

Le sequenze nucleotidici sintetizzate a partire da un’unica origine
E.coli: 1 origine di replicazione (“ori”’) 2 1 replicon
H. sapiens: migliaia di “oris” - migliaia replicons

Il modello del replicone:

Il replicatore: sequenze in cis sufficienti per dirigere la
replicazione.

L’ iniziatore: fattore in trans (proteina) che si lega specificamente
al replicatore - avviva la replicazione (sempre ATP binding
proteins)

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8112



| replicatoriincludono:

1) Sito dilegame perla proteina iniziatrice (verde) - recluta DNA Pol.
2) Tratti ricchiin AT che si aprono facilmente (azzurro)

3) Rosso:inizio della replicazione

In E. coli € chiamato oriC strutture che svolgono la stessa funzione sono presenti
nei virus e nel lievito. Negli eucarioti multicellulari non sono stati ben
caratterizzati/identificati.

oriC (E. coli)

245 bp

b C

SV40 S. cerevisiae
EP EP P P P P , | B2 B1 A
65 bp 100 bp

in arancione il sito di inizio della replicazione

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




5'e “a— , 3/
30 T 5/

iniziatore @ { legame al DNA

legame 56
al DNA e

> 37
> 5

[0 )
DNA facilmente
denaturabile

l DNA aperto

separazione O
dei f||ament| S S — g
di DNA )

" —| reclutamento
delle proteine

.JKQ N
N/ﬂ =5

replicazione 3,

oriC (E.

N
&

e s
13 13 13 9 9 9 9

Le proteine iniziatore svolgono almeno 2
funzioni:

1) Legano specifiche sequenze di DNA
all’ interno del replicatore

2) Interagiscono con altri fattori richiests
per I’ inizio della replicazione
reclutandoli

3) Pieganoo svolgonounaregione di
DNA adiacente al sito di legame

favorendo I’ apertura della doppia
elica.
Iniziatore E.coli: DnaA, Eucarioti: ORC

Opening of AT rich seqeunces
Recruitment of helicase and other
proteins involved in replication

ATP

DnaA

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8114



- DNA polimerasi
r. DnaA«ATP DnaA-ATP Il oloenzima

a
5 silegaa9bp e
56 13bp box .
b D, =
_—
DNA viene piegato
DNA elicasi — . AT repeats si aprono
(DnaB)
caricatore /
€ della I;NA elicasi sliding clamp @{
(DnaC)
9 = & -
DNA elicasi (6 subunita) inattiva (@ w |
legato al caricatore della » 3
DNA elicasi (DnaC) M .
o Charicamento elicasi, dissoziazzione
g: % g carcatore sliding clamp
primasi G% = Sﬂs'
e 3 e TR '
. .% 6 3 /;:- . EIi.casi .attiva,. a;?re dsDNA, recluta ° W .
5w (Opoo 3 Primasi ed elimina DnaA

Primasi produce innesco

- Reclutamento slide
clamp loader +
polymerasi + tau

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8115



EUCARIOTI

/cinetocore
DNA - l_'
T ——— non replicato /,,ﬁﬁ Rottura indotta da una
‘ segregazione replicazione incompleta.
cromosomica
|
% g NN NN -> All genomic DNA has to be
5?5? g g replicated only 1x
52,\/5 rottural % - Is it possible to induce
g {g?z? replication more than one from
S 5 % the same ORI??
régz S %
% &
s %
s 9
s %

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8116



2 3 4 5
1 N =l [ [

iniziano le origini
3e5

@k:
w:
I'origine 1 inizia

I'origine 2 & replicata passivamente

it

s e N o s A\
N\ — ==
I'origine 4 & replicata
passivamente
e N o e o X——X
N N\ — X

!

+

EUCARIOTI

Le origini sono separate da circa
30 kbp.

Un cromosoma quindine puo
avere diverse migliaia oris.

Non tutte vengono
necessariamente utilizzate ad
ogniciclo

—> disattivazione delle origini
adiacentio replicazione
passiva.

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8117



ORC

a0y

ANANANANANNIN AN - oI

replicatore di DNA
Cdc68

m’\.’\’/\,'\’/\'\’/\."&,'\’/\,'\’/\.
Cdtl

R
AV

— o o=l 4‘
g

ead ¢ B

7‘0‘9 IO

esting state

/\ Spindle Assembly Checkpoint

G2 Checkpoint Check for:

Check for: \ -Chromosome attachment

-Cell size to spindle

G1 -DNA replication
G 1 Checkpoint
Check for:
-Cell size
-Nutrients
-Growth factors
-DNA damage
Resting state
G1 (GO)

L’ inizio della replicazione richiede due momenti
—ab diversi: la selezione del replicatore (G1) e
I” attivazione dell’ origine (S).
> (&0P)
La selezione del replicatore individua le
sequenze chedirigeranno la sintesi € mediata
dalla formazione dei complessipre-replicativi.
G1
Una volta che ORC (origin recognition

complex) € legato recluta due caricatori delle
elicasi (Cdc6 e Cdt1).

Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8118



INIZIO S-PHASE

Mcm2-7

(}2 Chgckpoint \

( ( CDK 'DDK

sid2 Q) SId3C)  Dpb ﬂ/—@pom (D GINS OCdc45

Y GINS/Cdc45 stimulate Helicase ATPase activty

Resting state

Check for:
-Chromosome attachment
to spindle

{\ Spindle Assembly Checkpoint

G1 Checkpoint

Check for:
-Cell size
-Nutrients
-Growth factors

-DNA damage

Resting state
(GO)

fP‘P‘

P
O 30000000y
g

4

(P
NRNNNN Cyclin dependent kinase (CDK) and

Dbf4-dependent kinase (DDK) activate helicase

83 8) <_¢\, upon entry in S-Phase

complesso CMG

DDK phosphorylates Mcm2-7 (helicase)
PNONINY -> Recruitment of GINS/Cdc45/Pol
epsilon

CDK phosphorylates Sid2/Sld3

Pol a/primasi @ i @ Pol § —>Help in the recruitment of GINS/Cdc45

—>ELICASICON ALTAPROCESSIVTA

'G/\C\\, Helicase unwinds DNA (2 helicase
k\&\\% g@g@:\w\w complexes oriented head to head are

Q00 seperated)

Recruitment of primase + DNA Pol delta
Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8119



fase G,
(di caricamento)

A X . .
( ) Rigida regolazione della
il caricamento dell’elicasi € permesso nessuna attivazione dell’elicasi fO rmaZione e attivaZione del
replisome da parte delle kinasi
200008 G wm@mw\\c ciclina dipendenti (CDK/DDK)).

In G1 Phase: Loading of
helicase is possible.
Activation Impossible

fasi S, G, ed M
(fase di attivazione)

X

inibizione del caricamento le elicasi caricate

di una nuova elicasi sono attivate In S, G2, M: Loading of
helicase is impossible

oy Activation possible

NOTE: helicase (Mcm2-7) is
only presentin S-Phase!!!

\’k\’z\."&.’\’z\\’x\.’\’z\.\&\\’z\.@’/\.\’} NN
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nhessuna attivazione
attivazione dell’elicasi

dell’elicasi

m\@w

l |
caricamento

nessun
caricamento

dellelicasi dell’elicasi
fase di caricamento fase di attivita
bassi livelli di CDK alti livelli di CDK

ciclo cellulare

ORC
N NN AN NG @
— hessun  — ANV NG
caricamento

@ dell’elicasi
ONONONONENONPN N NV

Watson et al., BIOLC
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Le topoisomerasisono necessarie per
separare le molecole di DNA figlie.

Sia per molecole di DNA circolarmente
chiuse che quelle dei cromosomilineari

cantenani (molto lunghi).

00O

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



THE END REPLICATION PROBLEMAT LINEAR CHROMOSOMES

— "ﬁ }5, |
0.5x10° to 5.8x10%bp 3x10° bp
1 molecule fragmented
circular linear

How are ends of eukaryotic chomosomes protected
to avoid end to end fusions?

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8123



==_

i
I
N

3/ o= 5!
5’ e see—————— __—3
ultimo
+ / frammento
di Okazaki T . :
g;—-—-—-—-—-—s La necessita di avere un innescocrea il
fiparazione N problema della replicazione delle estremita
dei frammenti o . .
di Okazaki N terminali.
3 == )35,
5/ e asee———— __—33’ . )
+ ‘ DNA non Lentamente dopo alcune generazioni
‘ completamente bb d I DNA
3 e e— __. 15’ replicato Verre e perso e .
5' ==

=3
l nuova replicazione

; )35,
__*33 !

+ | Linear DNA molecules shorten with every cell division

———— 3’ || CFOMOSOMA S.p.A. Copyright © 2009 8124
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Chromsosome ends consist of TG-rich tandem repeats

sequence length
Vertebrates "% TTAGGG human 10 kb
mouse 40 kb
- —
Plants TTTAGGG 2-9kb
S. cerevisiae G23)(TG)6)T 325-400 bp
TELOMERE DNA FISH

Shows telomeres at human chromosome ends

helli editore S.p.A. Copyright © 2009 8125



Telomeres are maintained by the reverse transcriptase
complex “telomerase”

TERT: protein component core

TERC: non-coding RNA component | components

improve

Dyskerin, NOP10, NHP2, GAR1 ..
activity

Telomerase resolves the end-replication
Problem

IN EMBRYONIC CELLS
Elisabeth Blackburn IN ADULT STEM CELLS

Carol Greider

Jack Szostak IN CANCER CELLS
i Nobel Price 2009
" BECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8126




5@ TTAGGGTTAG)3'

lsinteﬂ del DNA

e e e——
AAUCCCAAUC
5@ TTAGGGTTAGGGTTAG) 3’

ltraslocazione

lsintesi del DNA ripetizione

La TELOMERASI e una DNA polimerasi (RNA-dipendente) (o
trascrittasi inversa, o retrotrascrittasi)

Si tratta dunque di un enzima in grado di
sintetizzare DNA come le consuete DNA polimerasi.
Tuttavia, a differenza di queste ultime, & in grado di
utilizzare I'RNA come stampo di partenza.

Le estremita terminali dgli eucarioti (telomeri) sono
ricchedi TG.

Questa sequenza recluta una DNA pol specifica
(telomerasi).

La telomerasi € costituita da diverse subunita proteiche
ed RNA che funziona come stampo per la sintesi di
DNA.

Una subunita della telomerasi (TERT) utilizza come
stampo | ‘RNA, € una trascrittasi inversa.

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 8127



31: )5/

5/ S 31
la telomerasi
allunga il terminale 3’
del telomero

3/ 5/

5[‘ 3I

la parte allungata
al 3" puo funzionare

come stampo per |a IN EMBRYONIC CELLS

sintesi di un

frammento di Okazaki IN ADULT STEM CELLS

\
s ) IN CANCER CELLS
riparazione
del frammento
di Okazaki
i -
estensione
del telomero
(rimane un 3’
protrundente)

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009
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The “Hayflick limit”, the “end replication problem” and telomeres

“...normal “primary” human cells have a limited potential
of cell proliferation (ca. 50 divisions)

y 2/

Leonard Hayflick,

1960's 603

—» Cell death
(after ca. 1 year)

50+

Phase llI

40 (senescence)

30+ Phase

20+

Phase |
101

Accumulated population doublings

T !

T
10 50 90 130 170 210 250 290

Days in culture
Phase IlI

primary culture exponential growth Metablism “on”, replication “off”

Phase | Phase Il
SENESCENCE

Existence of a countig mechanism that tracks the number of
cell divisions
- ORGANISMAL AGING 8129



Telomeres:
TTAGGG repeats at chromosome ends (human 10-40kb)
Recruit proteins that protect chromosome ends

When lost - no protection > DNA damage —> cells stop to
proliferate> > AGING

Important in stem cells!!!

LYMPHOCYTES

:3 1 151 percantile
5 1 10th peccentile
& 10 S0th percentile
§ g 2 80th pecrcentile
5 7 $5th percentile
S 6 ® TASci 96279
s 5
- 4

3

2

1

0 sy g g g g

0O 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70 75 80 &5 0 95 W

Age (years)
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