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* Di che cosa si occupa la Biologia Molecolare?

* Che cosa vi aspettate di studiare?

* Perche’ pensate possa esservi utile?




Che cosa studieremo?




Dove e’ scritta I’informazione genica:
Replicazione In
_ PROCARIOTI
Come si esprime 1’informazione genica: ed
Trascrizione e Traduzione EUCARIOTI

—

Meccanismi di CONTROLLO dell’espressione genica:
piccolt RNA regolatori

Come ’ambiente influenza 1’espressione genica:
Epigenetica
Come I’espressione genica influenza la Farmacologia

La Biologia Molecolare nel 2022
Tecniche d1 Biologia Molecolare
Ingegneria Genetica
Terapia Genica
Gene e Genome Editing
Medicina Molecolare




Come?

v Commenti di Articoli

v' Schede tecniche

Article

The oldest gnathostome teeth

https://dol.org/10.1038/s41586-022-05166-2  Plamen S. Andreev'*’, lvan J. Sansom*’, Qlang LI'*”, Wenin Zhao**%, Jlanhua Wang',
Recelved: 24 April 2020 Chun-Chieh Wang®, Lijlan Peng', Liantao Jia?, Tuo Qlao** & Min Zhu**5=

Accepted: 29 July 2022

Published online: 28 September 2022
| ™ Check for updates

Mandibular teeth and dentitions are features of jawed vertebrates that were
firstacquired by the Palaeozoic ancestors' of living chondrichthyans and
osteichthyans. The fossil record currently points to the latter part of the Siluri




ey B. Alberts et al. Biologia Molecolare
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B. Alberts et al.
Biologia Molecolare
F. Amaldi della cellula
BIOLOGIA MOLECOLARE Zanichelli

Casa Editrice Ambrosiana

Per alcune lezioni che tratteranno argomenti particolarmente innovativi e non
sufficientemente descritti nei libri di testo, sara’ fornito agli studenti opportuno materiale

didattico.



Regole d’'interazione generale

v’ Interazione in aula:
domande, domande, domande..

v Chi non €’ interessato,
e’ pregato di non disturbare i compagni

v" Cellulari, Social, Chat NON attivi
(con qualche eccezione)
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DOMANDE A RISPOSTA MULTIPLA E DOMANDE APERTE

ESAME



ESEMPI DOMANDE CHIUSE

Quali delle seguenti proprieta’ caratterizzano gli mRNA degli istoni:
1. sono trascritti durante la fase S del ciclo cellulare

2. sono trascritti dalla RNA polimerasi Il

3. non sono poliadenilati

4. sono presenti solo nelle cellule eucariotiche

La proteina Dicer:

1. sta nel nucleo

2. € una ribonucleasi

3. e una endonucleasi che taglia RNA a doppio filamento

4. riconosce preferenzialmente gli mRNA dei geni housekeeping



ESEMPI DOMANDE APERTE

v'Cosa sono 1 frammenti di Okazaki?

v [llustrare schematicamente I meccanismi di
controllo della fedelta' di dulicazione del

DNA

v [llustrare brevemente come viene stabilito
1l corretto 1nizio della traduzione



Cosa e’ I'informazione genica?

L'informazione genica consiste in una sequenza
lineare di nucleotidi (=DNA) che viene decodificata

allo stesso modo in tutte le cellule di tutti gli
organismi.

Il genoma:

- i complesso dell'informazione genica di una cellula
- la massa totale del DNA cellulare
- Il patrimonio ereditario dell'organismo a cui appartiene



Dove e’ scritta I'informazione genica®?

DNA the molecule of life
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Each cell:
® 46 human

chromosomes
* 2 meters of
DNA
* 3 billion DNA l

subunits (the
bases: A, T C, G)

“ Approximately
30,000 genes
code for proteins
that perform most
life functions

Y-GG 01-0085



Struttura e dimensioni di genomi cellulari (l)

Procarioti (Bacteria e Archaea)

Tipicamente c’e un solo cromosoma nel citoplasma, contenente una molecola
di DNA circolare lungo da 0,5 a 10 milioni di paia di basi circa.

Spesso possono essere presenti anche uno o piu plasmidi, piccoli DNA circolari
accessori, costituiti da alcune migliaia di paia di basi. Sono note eccezioni: alcuni

procarioti con due o piu cromosomi circolari, © un cromosoma lineare.

DNA batterico

Un singolo cromosoma circolare
organizzato in una struttura ovoidale
condensata chiamata NUCLEOIDE

Resistenza agli antibiotici
Tecnologia del DNA ricombinante

citoplasma

celular ©

membrana
plasmatic.
-

ribosomas =~

pili



Struttura e dimensioni di genomi cellulari (ll)
Eucarioti (unicellulari, piante, funghi, animali)

Di regola c’é piu di un cromosoma nel nucleo, mediamente poche decine,
anche se sono noti casi di parecchie centinaia e, all’altro limite, di uno solo.

Ciascun cromosoma contiene una molecola di DNA lineare. Nel nucleo puo
essere presente un solo corredo di cromosomi diversi (la cellula si dice aploide),
due serie (diploide), e sono i casi piu frequenti, o piu (tri-, tetra-, esa-, ...poli-
ploide).

Le dimensioni di un corredo aploide variano da una decina di milioni di paia
di basi circa (ad esempio i lieviti o qualche alga unicellulare) a un centinaio di
miliardi (alcune felci, | pesci polmonati e gli anfibi urodeli) o anche piu in alcune
amebe.

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 6|3



Struttura e dimensioni di genomi cellulari (lll)

Eucarioti (unicellulari, piante, funghi, animali)
Al di fuori del nucleo:

e generalmente presente un certo numero di mitocondri, dotati di un proprio

minigenoma, costituito da una molecola di DNA circolare di circa 15.000 —
100.000 paia di basi.

| vegetali contengono anche un certo numero di cloroplasti, pure dotati di un
proprio minigenoma, costituito da una molecola di DNA circolare di circa 100.000

paia di basi. ﬁ
Fotesintesiz 02
6CO2 + 6H20 + energia = C6H1206 + 602 A
; :.’

! Cloroplasto

Mitocondrio

Energia Respirazione

02
C6H1206 + 602 = 6CO2 + 6H20 + energia




Il paradosso C del genomi eucariotici

Nei procarioti numero di geni e dimensioni genomiche delle varie specie sono
approssimativamente proporzionali, in ragione di circa 1.000-1.200 pb/gene.

Appare ragionevole.

Le dimensioni genomiche (corredo aploide) nelle specie eucariotiche per contro
variano enormemente (da circa 107 a piu di 10'") senza alcuna relazione con la
complessita dell’organismo. Ad esempio, negli unicellulari alcune amebe hanno le
massime dimensioni genomiche mentre alcune alghe unicellulari e alcuni lieviti le
minime. Nelle piante superiori si va da circa 108 a circa 10" e lo stesso succede con

gli animali.

Questa osservazione e stata chiamata il Paradosso C (Complessita).

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 6|7



Genome Size and Developmental Complexity

C- value or genome size paradox

The amount of genomic DNA does not correlate with organismal complexity

Man =

Birds e
- Reptiles
Frogs b———o—
Salamanders F——o——{
Lungfishes e
p——t—{ Teleost fishes
Chondrostean fishes j==—e={
Cartilaginous fishes F————{
Jawless fishes —+—|
Non-vertebrate chqrdates

Mammals

o Crustaceans | - i
=) ok - { Insects
-.: Arachnids } i
l—°—| Mynapods
= Mollusks |
'B' i Annelids
Echmoderms l—o—i
> _ P Water bears (Tardlgrada)
S A Flatworms (Platyhelminthes) |
F—— Rotnfers

Roundworms (Nematoda) | =

l—O—i Cnidarians
- :Sporlges (Porifera)

Protozoa }
I - | Fungi
Flowering plants (Angiosperms) | - {
Non-flowering se't__ad pla(nhtﬂs (Glym'?osperms). > )
erns (Monilo es)l - {
Mosses and kin (Bryophytes)?io)—i
Club mosses (Lycoph ytes)' |
Green algae (Chlorophyta) | |

Red algae (Rhodophyta) } —

|—°—| Brown algae (Phaeophyta)
- i Bacteria
I—O—i Archaea

Genome size

Patrushev et al., 2008
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The Whole Genome Sequence

2%

Coding
| Non-coding

Issues:

#1 the vast majority of the genome is “Junk”

#2 the number of protein-coding genes does not correlate
with genome evolution



The Whole Genome Sequence

Coding
| Non-coding

Qual e’ la funzione del 98% del DNA
non codificante?



jJunk DNA or useful RNA?

1972 ST

SO MUCH "JUNK" DNA IN OUR GENCME

Susumu Chno
City of Hope National Medical Center

The mammalian genome (haploid chromosome complement)
contains roughly 3.0 X 107° mg of DNA which represents a
3.0 X 10* base pairs. This is at least 750 times the ge

size of F. coli. If we take the simplistic assumption t

the mumher of acanes rrantrainad ic nranar+innal +A #ha ~an

Coding UTR
0.9m 0.5m
(2%) (1%)

Unknown Near
33.5m gene
(62%) 0.7m

(1%)

from massgenomics.org

Intron



PERVASIVE Transcription

2003 Genome

Concept of “Pervasive Transcription”

Transcriptome

2

» The vast majority of the genome is TRANSCRIBED

» The vast majority of the transcripts DO NOT ENCODE for
PROTEINS



The central dogma REVISITED

DNA (2%)

l

DNA (90%)

l

RNA .
l \ Non-coding RNAs

PROTEINSs

Non-coding RNAs




The Proportion of ncDNA Increases with

Developmental Complexity

C- value paradox SOLVED

- Vertebrates
D Urochordate

- Invertebrates

. Plants

0.75

05 . Complex fungi

. Simple eukaryotes
0.25

. Prokaryotes

Ratio of noncoding to total genomic DNA

Species

Taft and Mattick, 2007
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THE STRUCTURE OF DNA
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The DNA building blocks are the
NUCLEOTIDES

Scheletro di
zucchero-fosfato

Legami
fosfodiesterici
5-3

Subunita

NN nucleotidica

Base
pirimidinica

Base
purinica

NUCLEOTIDES

A nucleotide consists of a nitrogen-containing
base, a five-carbon sugar, and one or more
phosphate groups.

BASE
N,

PHOSPHATE /\N
L L
i) \N O

~0— P —0O—CH,

| ~
O O

Nucleotides

are the

subunits of

the nucleic acids.

OH OH
SUGAR



Nucleotides
structure

NH, HC NH
| ” U | uracil The bases are nitrogen-containing ring
C HC ~ /C g compounds, either pyrimidines or purines.
e XN N N
|| C | cytosine
HC C
\N/ \O O
. |
H3C C
T
J T
thymine\N/ X0 PYRIMIDINE PURINE
H

SUGARS

PENTOSE

. two kinds are used
a five-carbon sugar

Each numbered carbon on the sugar of a nucleotide is

followed by a prime mark; therefore, one speaks of the
“5-prime carbon,” etc.

PHOSPHATES

0O @) O CH,OH
Il Il Il .
“0O—P—0—P—0—P—0—CH,
I I I 0]
O )z OF
(0] OH
Q- IlD‘—‘ (0]
6
Y B o OH OH 3’-monofosfato

(Pirimidina)

adenine N\C/ A

guanine N N /C\
H

B-D-ribose
used in ribonucleic acid

B-D-2-deoxyribose
used in deoxyribonucleic acid

o)
Il
0—P—0—CH,
| o
A
OH OH

5’-monofosfato
(Purina)



PHOSPHATES

The phosphates are normally joined to
the C5 hydroxyl of the ribose or
deoxyribose sugar (designated 5'). Mono-,
di-, and triphosphates are common.

O
- pa asin
S | O_C|H2 AMP
o
0
» N asin
Q N M (I:HZ ADP
o~ o~
O
" " ” " asin
‘O—||°—O—I|°—O—I|9—O—CH2 ATP

(O (O O~ |

The phosphate makes a nucleotide
negatively charged.

Base azotata

/4~

nucleoside------

legame glicosidico



N-glycosidic
bond

BASE

PRR- N

N-glycosidic
bond

INONAN




N-glycosidic

bond
BASE
PPP)— |
, sue;;\\c
| | BASE
Qv i}

P N\

ﬁ/ A SUGQC

PIROFOSFATO Yo,
OH




N-glycosidic
bond

Estremita 5’

59

Estremita 3’

I filamenti di DNA ed RNA hanno una polarita



Hydrogen bonding of the bases

2 Q O 5
||ri T I 2 filamenti sono
C CH C ¥ ANTIPARALLELI!
N 2 T - ld
| | thymine | | cytosine
O//C\N/C%O O//C\N/C\N_H
| = = E |
= i 0 g
= | ‘:f\
B N N
Nl v W \C/N\céo
: hydrogen
| | | é bond
N R C N B C
TCHNEN TCHRN
\ \
\J\(l/ adenine N\C// guanine
/ SH / S
5/¢ ¢ < 31

sugar-phosphate backbone



| due filamenti di DNA possono separarsi e riassociarsi

DNA wild-type ’ molecole di DNA denaturate col calore molecola di DNA

mancante della regione a

- A
'_,7 57 raffreddamento lento e inizio
éé della rinaturazione

= nnaturazione in corso

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

Se il DNA viene
riscaldato (100°) o
posto a pH elevato si
puo denaturare.

Se si ritorna
lentamente alle
condizioni di partenza
Il DNA puo rinaturarsi
e formare molecole

ibride (ibridazione del
DNA)

616



Stablilita termodinamica del duplex di DNA e sua denaturazione

Fattori intrinseci: composizione in basi, peso molecolare.

Fattori estrinseci: temperatura, pH, forza ionica.

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 6|17



DNA melting curve

Percent hyperchromicity
S

|
( ] ] ]

0
T T
50 70 90

Temperature °C

» T is the temperature at the midpoint of the transition



T, is dependent on the G-C content of the DNA

E. coli DNA iIs
50% G-C

Percent hyperchromicity
(8]
o

60 70 80
Temperature °C

Average base composition (G-C content) can be
determined from the melting temperature of DNA



