
DNA replication is similar in eucaryotes and 
bacteria 

The DNA primase is incorporated into a multisubunit 
polymerase alfa. DNA polymerase delta then 
synthesizes the remainder of each Okazaki fragment 





L’elicasi (DnaB) che crea la forcella di replicazione e’ connessa a due subunita’ catalitiche della 
DNA Pol dalla subunita’ τ, ciascuna delle quali e’ tenuta al DNA dalla pinza scorrevole. La pol 
che sintetizza il frammento stampo si muove continuamente, mentre quella che sintetizza il 
filamento ritardato si dissocia alla fine di un frammento di Okasaki e si riassocia con un primer 
nell’ansa stampo a singolo filamento per sintetizzare il frammento successivo. 

τ	





 
 
Okazaki fragments are synthesized at intervals of 100-200 
nucleotides in eucaryotes, instead of 1000-2000 as in bacteria. 

The eukaryotic replication 
machinery has the 
complication of having to 
replicate through 
nucleosomes, spaced at 
intervals of about 200 
nucleotides. 





New Nucleosomes Are Assembled Behind 
the Replication Fork 
A large amount of new histone protein, 
approximately equal in mass to the newly 
synthesized DNA, is required to make the new 
nucleosomes in each cell cycle. 

Unlike most proteins, which are made 
continuously throughout interphase, histones 
are synthesized mainly in S phase, when the 
level of histone mRNA increases about fifty 
folds. 

Both the new helices inherit old histones, but, 
since the amount of DNA has doubled, an equal 
amount of new histones is needed.  

The addition of new histones is aided by 
chromatin assembly factors (CAFs), which are 
proteins that associate with replication forks and 
package the newly synthesized DNA as soon as 
it emerges from the replication machinery. 

 



The newly synthesized H3 and H4 histones are rapidly acetylated on their N-terminal 
tails; after they have been incorporated into chromatin, these acetyl groups are 
removed 



DNA synthesis begins at 
replication origins 

The genome of E. 
coli is contained in 
a single circular 
DNA molecule (4.6 
x 10^6 nucleotide 
pairs). 
 
DNA replication 
begins at a single 
origin and the two 
forks proceed 
(500-1000 nn/sec) 
until they meet up 
roughly halfway 
around the 
chromosome 

Ciascun cromosoma 
degli organismi 
eucarioti contiene 
molteplici origini di 
replicazione. 

Replication speed: 50 
nn/sec 

Average chromosome 
length: 150 million nn 
 
One single replication 
fork would require about 
800 hours 



EUCARYOTIC REPLICATION 
ORIGINS Ciascun cromosoma eucariota e’ 

organizzato in molteplici Unita’ di 
Replicazione, dette repliconi, che 
comprendono 50-80 origini, 
spaziate da 30.000-300.000 nt.  
 
Ognuna di queste e’ organizzata 
con un punto di origine da cui 
partono due forcelle di replicazione 
opposte. I punti di terminazione di 
due repliconi adiacenti coincidono, 
cosi’ che a tempi tardivi di 
replicazione, repliconi adiacenti si 
fondono l’uno con l’altro.  
 
L’accensione delle origini di 
replicazione non e’ simultanea, ma 
alcune (precoci o early) vengono 
accese durante la fase S, prima di 
altre (tardive o late) 







Quali sono le caratteristiche di 
un’origine di replicazione eucariota? 



Well-defined DNA sequences serve as 
replication origins in the budding 

yeast: the ARS  sequences 
(autonomously replicating sequences) 

Sono state individuate ~350 ARS nel genoma di lievito, 
indicando che la dimensione media di un replicone e’ di ~40 
kbps (13.5 Mpb/350). 



Origins in S. cerevisiae are spaced ~40,000 nn, allowing the whole 

chromosome to be replicated in about 8 minutes 

Effect of deleting various replication origins on chromosome III: removing 

a few origins has little effect, because replication forks that begin at 

neighboring origins can continue into the regions that lack their own 

origins: however, as more replication origins are deleted from this 

chromosome, the chromosome is gradually lost as the cells divide, 

presumably because it is replicated too slowly. 



Well-defined DNA sequences serve as 
replication origins in the budding yeast: the 

ARS  sequences 

Solo le cellule di lievito 
che, dopo la 
trasformazione, portano 
nel vettore plasmidico un 
frammento di DNA 
contenente una ARS sono 
in grado di conferire a 
quel plasmide la capacita’ 
di replicarsi in lievito e 
quindi di poter crescere su 
un terreno selettivo, privo 
di istidina. 



Che caratteristiche ha una Autonomous 
Replicating Sequence (ARS) in S. Cerevisiae?  

•  Tutte le ARS contengono almeno una ARS consensus 
sequence (ACS) di 11 pb, ricca di A e T. 

•  Mutazioni nelle ACS aboliscono la funzione della ARS 
•  Fiancheggiano la ACS altre sequenze di lunghezza variabile 

con sequenza non particolarmente conservata: sono dette 
DNA unwinding elements (DUE), ricche di A e T, coinvolte 
nell’apertura della doppia elica. 



Each of the yeast replication origins contains a binding site for a large, 
multisubunit initiator protein called ORC (origin recognition complex), 
and several auxiliary binding sites for proteins that help attract ORC to 
the origin DNA 

Origin Recognition Complex (ORC) 

●  Binds to ARS Consensus Sequence (ACS) in an ATP-dependent 
manner 

●  Six subunits (Orc1p - Orc6p); 120, 72, 62, 56, 53, 50 kDa 
●  Essential for viability 
●  Conserved in different species 
●  Absence of any biochemical activity besides origin binding 







In homo sapiens… 

•  Le origini di replicazione si stima 
possano essere 104 

•  In certe regioni del DNA la 
replicazione puo’ iniziare in siti 
diversi, identificando una “zona” 
preferenziale d’inizio di 
replicazione. 

•  Quale sequenza funzioni davvero 
come origine e’ influenzato dalla 
struttura della cromatina, dalla 
trascrizione e dal 
differenziamento cellulare. 



In a mammalian cell, the S phase lasts for about 8 
hours. Different regions on the same chromosome 
replicate at distinct times in S phase. 

DNA replication takes place during S phase 

Transacting factors in G1 rendono le cellule competenti alla replicazione, 
ma la replicazione puo’ attivarsi solo in S 



Highly condensed chromatin replicates 
late, while genes in less condensed 
chromatin replicate earlier 

Two X chromosomes in a female 
mammalian cell 

- the two chromosomes contain essentially the same DNA sequence 
 
- one is inactive for transcription and is condensed into heterochromatin --> its DNA 
replicates late in S phase 
 
- one is active for transcription and is less condensed --> it replicates throughout S 
phase 

ETEROCROMATINA (stato più condensato): replicazione tardiva 
 
EUCROMATINA (stato meno condensato): replicazione precoce 
 
 
 



Multiple Replication Forks During  
Eukaryotic DNA Synthesis 

During the cell cycle,  
when are new replication origins formed? 



La preparazione delle origini alla 
replicazione del DNA avviene quando le 
cellule escono dalla mitosi e proseguono 
nella fase G1 del ciclo cellulare. 
In questo momento si forma su ciascuna 
origine il complesso di pre-replicazione 
(pre-RC), il cui costituente principale e’ il 
COMPLESSO ORC.  
Nelle cellule eucariote si assembla sulle 
origini in late M and early G1. 
Ad ORC si associano due proteine chiave 
del controllo replicativo, cdc6 e cdt1, 
richieste per l’attivazione dell’elicasi, nota 
come Mcm2-7.  
A questo punto il DNA e’ “licenced” per la 
replicazione 

I- The Pre-RC assembly (G1) 





II- The Pre-IC assembly (G1) 

L’attivita’ delle CDKs coinvolte nella regolazione del ciclo cellulare trasforma il pre-RC in 
pre-initiation complex competente per la replicazione e innesca la sintesi del DNA. 
 
La fosforilazione di ORC da parte delle CDKs provoca il distacco di Cdt1 e Cdc6 (che 
se fosforilati, vengono degradati) e il contemporaneo aggancio di altre proteine, tra cui 
Mcm10, cdc45, Dpb11 e il complesso GINS (post-RC).  
Questi eventi attivano l’attivita’ elicasica di Mcm2-7, portando all’apertura dell’origine e  
al caricamento delle polimerasi e delle altre proteine richieste dal processo replicativo. 
I rapporti di formazione tra pre-RC a attivita’ delle CDKs assicurano che il 
DNA venga duplicato una sola volta per ciclo cellulare. 





•  DNA polymerases can only synthesize DNA only in the 5’ to 3’ 
direction and cannot initiate DNA synthesis 

•  These two features pose a problem at the 3’ end of linear 
chromosomes 

The Problem at the ends of eukaryotic 
linear Chromosomes 



  Bacteria solve this “end-replication” problem by having circular 
DNA molecules as chromosomes 

Eucaryotes have special nucleotide sequences at the ends of their 
chromosomes, which are incorporated into telomeres, and attract 
an enzyme called telomerase. 

This mechanism encounters a special 
problem when the replication fork 
reaches an end of a linear 
chromosome: there is no place to 
produce the RNA primer needed to 
start the last Okazaki fragment at the 
very tip of a linear DNA molecule   
(the end replication problem) 

The Problem at the ends of 
eukaryotic linear Chromosomes 



Telomeres 

Telomere DNA sequences are similar in organisms as diverse as 
protozoa, fungi, plants, and mammals.  

They consist of many tandem repeats of a short sequence that 
contains a block of neighboring G nucleotides.  

In humans, this sequence is TTAGGG, extending for about 10,000 
nucleotides. 



La Telomerasi 
E’ una ribonucleoproteina costituita da due componenti 
principali: 

1.  Una proteina (TERT: Telomerase Reverse Transcriptase) 
che agisce come una trascrittasi inversa, essendo capace 
di sintetizzare DNA copiando uno stampo di RNA; 

2.   Una molecola di RNA stampo, chiamata TERC 
(Telomerase RNA Component) 

La subunita’ catalitica TERT si 
associa con altre proteine 
accessorie a formare la 
macchina proteica coinvolta 
nel mantenimento dei 
telomeri. 



Step 1 = Binding 

The complementary 
strand is made by primase, 
DNA polymerase and ligase 

RNA primer 

Step 2 = Polymerization 

Step 3 = Translocation 

Telomerase recognizes the tip of a 
G-rich strand of a telomere and 
elongates it in the 5′-to-3′ 
direction, using an RNA 
template that is a component 
of the enzyme itself. It is a 
reverse transcriptase, enzyme 
that synthesize DNA using an RNA 
template  
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Protezione dei telomeri 
La lunghezza dei telomeri condiziona l’accesso della telomerasi ed 
è quindi CONTROLLATA: 

a)  Proteina POT1: quando il numero delle ripetizioni ricche di G è 
elevato si lega ad altri fattori proteici sul telomero, fa ripiegare 
la cromatina ed impedisce l’accesso della telomerasi 

The	extended	
telomeric	cap	helps	
to	maintain	the	
stability	of	the	
genome	







In	teoria	l’attività	della	telomerasi	allunga	i	cromosomi	ad	ogni	
divisione	cellulare.		
In	pratica	in	molti	tipi	cellulari	ci	sono	bassi	livelli	di	telomerasi	e	
ciascuna	cellula	nasce	con	un	ben	definito	numero	di	unità	ripetitive	
a	livello	dei	telomeri.		
(Eccezioni:	cellule	in	attiva	divisione:	cellule	ovaio,	testicolo,	cellule	
epiteliali	proliferanti,	linfociti,	cellule	embrione).		
Aldilà	delle	cellule	che	fanno	eccezione,	nella	maggior	parte	delle	
cellule	somatiche	umane	ad	ogni	divisione	cellulare	vengono	persi	
50-100	nucleotidi	(accorciamento	dei	telomeri)	e	dopo	varie	
generazioni	le	cellule	iniziano	ad	avere	cromosomi	difettivi	e	vanno	
in	senescenza	(cioè	cessano	di	dividersi).			
In	tal	modo	si	evita	la	proliferazione	incontrollata	e	questo	sarebbe	
un	meccanismo	di	protezione	dallo	sviluppo	di	tumori,	caso	in	cui	
infatti	si	registra	spesso	una	riattivazione	della	telomerasi.		
	







Regolazione lunghezza telomeri 

La maggior parte delle cellule 
somatiche umane non esprime 

abbastanza telomerasi per mantenere 
una lunghezza costante dei telomeri: 

ACCORCIAMENTO DEI TELOMERI 
(50-100 nt/divisione cell.) 

 

 

Orologio cellulare per l’invecchiamento? 



Hayflick ha basato la sua teoria dell'invecchiamento su esperimenti di coltura 
"in vitro" di fibroblasti dermici, ma anche in molti altri tessuti.   
Hayflick notò che il numero delle replicazioni, cioè del raddoppio delle cellule 
della coltura, in presenza di adeguate sostanze nutritive, nei fibroblasti umani 
era circa di 50; subentrava quindi una fase di senescenza, che, dopo circa altre 
10 suddivisioni, portava alla estinzione della colonia, vale a dire alla morte di 
tutte le cellule.  
Il numero delle replicazioni dei fibroblasti diminuiva 
proporzionalmente all’eta’ dell’organismo. 

TEORIA DI HAYFLICK 
(1965) 



Successivamente Hayflick fu in 
grado di dimostrare che il numero 
delle replicazioni  di fibroblasti 
appartenenti a varie specie animali 
era proporzionale alla lunghezza 
massima della vita dell'animale 
stesso (figura).  
Ne trasse la conclusione che la 
durata della vita, per cui ciascuna 
specie, era legata a fattori genetici, 
e un individuo possiede come un 
"orologio interno", che è 
programmato per una durata di vita 
prefissata.  
(Teoria genetica 
dell’invecchiamento) 

TEORIA DI HAYFLICK 



To	examine	the	role	of	telomerase	in	normal	and	neoplastic	growth,	
the	telomerase	RNA	component	(mTR)	was	deleted	from	the	mouse	
germline.		
Telomeres	were	shown	to	shorten	at	a	rate	of	4.8±	2.4	kb	per	
generation.		
Cells	from	the	fourth	generation	onward	possessed	chromosome	
ends	lacking	detectable	telomere	repeats,	aneuploidy,	and	
chromosomal	abnormalities,	including	end-to-end	fusions.		
	
These	results	indicate	that	telomerase	is	essential	for	telomere	
length	maintenance.	





Constitutive	telomerase	expression	in	several	
independent	Tert-transgenic	mouse	models	
resulted	in	increased	incidence	of	spontaneous	
tumors	
(Gonzalez-Suarez	et	al.,	2001;	Gonzalez-Suarez	et	
al.,	2002;	Artandi	et	al.,	2002;	Canela	et	al.,	2004).	



•  Together,	these	evidences	strongly	suggests	that	
telomerase	activity	and	telomere	length	are	rate	
limiting	for	mammalian	life	span	and	supports	a	model	
in	which	short	telomeres	actively	contribute	to	aging	by	
limiting	tissue	renewal.		

	



•  Together,	these	evidences	strongly	suggests	that	
telomerase	activity	and	telomere	length	are	rate	
limiting	for	mammalian	life	span	and	supports	a	model	
in	which	short	telomeres	actively	contribute	to	aging	by	
limiting	tissue	renewal.		

•  An	important	prediction	of	this	model	is	that	slowing	
the	rate	of	telomere	shortening	should	delay	aging.		

•  However,	to	address	experimentally	this	prediction,	it	is	
necessary	to	take	into	account	the	role	of	telomere	
biology	in	cancer.	



•  A	novel	mouse	model	to	explore	the	impact	of	physiological	
telomerase	reactivation	across	diverse	adult	cell	types	and	organ	
systems.		

•  Notably,	the	mice	enlisted	into	this	study	are	adults	exhibiting	
significant	progeroid	phenotypes	(mice	null	for	mTerc	or	mTert).	

•  In	TERT-ER	mice	with	advanced	degenerative	phenotypes,	short-
term	telomerase	reactivation	restored	telomere	reserves,	quelled	
DNA	damage	signalling,	and	alleviated	cellular	checkpoint	
responses	in	several	high-turnover	organ	systems	with	significant	

					functional	impact	including	increased	fecundity….	



The	brief	course	of	telomerase	reactivation	was	not	
sufficient	to	promote	carcinogenesis.		
However,	it	remains	possible	that	more	prolonged	
telomerase	reactivation	schedules	or	applications	in	
later	life	may	provoke	carcinogenesis.	

Telomerase	reactivation	extends	telomeres,	
reduces	DNA	damage	signalling	and	associated	
cellular	checkpoint	responses,	allows	resumption	of	
proliferation	in	quiescent	cultures,	and	eliminates	
degenerative	phenotypes	across	multiple	organs	
including	testes,	spleens	and	intestines.	
Notably,	somatic	telomerase	reactivation	reversed	
neurodegeneration	with	restoration	of	proliferating	
neural	progenitors.	



Telomerase	confers	limitless	proliferative	potential	to	most	human	cells	through	its	ability	to	
elongate	telomeres,	the	natural	ends	of	chromosomes,	which	otherwise	would	undergo	
progressive	attrition	and	eventually	compromise	cell	viability.	However,	the	role	of	
telomerase	in	organismal	aging	has	remained	unaddressed,	in	part	because	of	the	cancer-
promoting	activity	of	telomerase.	To	circumvent	this	problem,	we	have	constitutively	
expressed	telomerase	reverse	transcriptase	(TERT),	one	of	the	components	of	telomerase,	
in	mice	engineered	to	be	cancer	resistant	by	means	of	enhanced	expression	of	the	tumor	
suppressorsp53,	p16,andp19ARF	(these	three	tumor	suppressors	are	involved	in	protection	against	a	large	
variety	of	cancers-Collado	et	al.,	2007).	In	this	context,TERToverexpression	improves	the	fitness	of	
epithelial	barriers,	particularly	the	skin	and	the	intestine,	and	produces	a	systemic	delay	in	
aging	accompanied	by	extension	of	the	median	life	span.	These	results	demonstrate	that	
constitutive	expression	of	Tert	provides	anti-aging	activity	in	the	context	of	a	mammalian	
organism.	






