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Storia della sequenza del DNA

1869 Miescher osserva

Avery propone il DNA per la prima volta il DNA
come materiale genetico 1944
1953 Watson e Crick determinano la
struttura della doppia elica
Holley sequenza il iRNA
di lievito 1965 Vengono sviluppate le tecniche
1970 per la sintesi degli oligonucleotidi e per
METODO SANGER !a degmdaz;‘innﬂ chumca del DNA Viene
— : 1977 introdotta I’ elettroforesi su gel per la
R e Separazione di frammenti di DNA
METODO MAXAM-GILBERT
degradazione chimica
Parziali mgdifi%;g‘i]oni chimiche del E)NA e successiva lisi 1980 Il DNA genomico viene clonato nel fago M13

della catena nel sito adiacente al nucleotide modificato

KARY MULLIS 1983
Introduce la PCR

0 in vettori plasmidici, nascono i primi

Programmi informatici di analisi dei dati
vengono sviluppate

1989 nuove tecnologie per il sequenziamento

AUTOMAZIONE PARZIALE

Vengono sviluppate le prime
Apparecchiature per il sequenziamento
che impiegano sistemi

""""""""" [~ “per larilevazione della fluorescenza
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Metodo di SANGER per sequenziare
oligonucleotidi
(Dideoxynucleotide chain termination)

Metodo di terminazione di catena
(o dei dideossinucleotidi)



Forcella di
replicazione
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Meccanismo di replicazione del DNA
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del DNA
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Prodotti della replicazione del DNA




Formazione del legame fosfodiestere
del DNA

La reazione avviene per
un attacco nucleofilo
da parte del gruppo

ossidrile 3' del

nucleotide all’'atomo di

fosforo a di un
nucleoside 5'-

trifosfato, causando il

rilascio del pirofosfato
e la formazione del
legame. Tale reazione
in vivo e catalizzata
dalla DNA polimerasi

fosfodiestere




I'enzima DNA polimerasi, in vivo, € responsabile della
replicazione del DNA che avviene durante la mitosi.

(a) (b)
4 Phosphates h New strand Template strand
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Schema che raffigura l'incorporazione di un nuovo nucleotide da parte della DNA Polimerasi.



La PCR (Polymerase Chain Reaction, Mullis, 1983) ricostruisce in vitro uno
specifico passaggio della duplicazione cellulare: la ricostituzione (sintesi) di un
segmento di DNA "completo™ (a doppia elica) a partire da un filamento a singola
elica.

Per iniziare la reazione occorre che il DNA stampo venga denaturato, cioé le due
singole eliche che costituiscono il DNA devono essere completamente separate; la
DNA polimerasi per poter funzionare ha bisogno di un innesco (primer) , ovvero di
una regione a doppio filamento seguita da una regione a singolo filamento

L'enzima, a partire dall'innesco, incorpora un nucleotide dopo l'altro, secondo la
complementarieta delle basi dell'elica a singolo filamento (che fa da stampo),
muovendosi in direzione 5' > 3'

g DNAPOL
S TTAACGTACGTAC @
A AATTGCATGCATG CATCTAGGCCTACGGTAG. .. ... 5!
\ J
| |
Porzione a doppio filamento Porzione a singolo filamento

Esempio di innesco per la DNA Polimerasi




Nella PCR per formare questo innesco a forma di "scalino" si utilizza un breve
frammento di DNA a singola elica (oligonucleotide o primer) lungo 15-30 bp,

in grado di appaiarsi in una specifica regione di una delle due eliche del DNA,
secondo la complementarieta delle basi.

Le regione di DNA che viene amplificata e quella compresa tra i due
oligonucleotidi.

5'...AATGCATGACCTGACTGATGCTTAGCATGCATTAAACTTACGGTACGTCCA. .. 3"
3'... TTfLCGTACTGGACTGACTACGAATCGTACGTAATTTGAATGCCATGCAG'GT ...0!

Porzione di DN!‘—\ amplificata

La PCR € una reazione ciclica costituita da 25--35 cicli ciascuno costituito da 3
passaggi successivi:

 denaturazione del DNA

« appaiamento degli oligonucleotidi (primer)

« polimerizzazione (montaggio dei nucleotidi da parte della DNA polimerasi).



Filamento stampo

-

Nucleotide Primer

Nessuna DNA-polimerasi € in grado di iniziare la sintesi di un filamento "da zero". Per questa
ragione le DNA-polimerasi necessitano di un oligonucleotide (primer) complementare al
filamento templato.

Il primer funge da innesco della reazione di amplificazione perché fornisce un gruppo
idrossilico (-OH) in posizione 3' a cui la DNA polimerasi leghera il primo nucleotide del
filamento neosintetizzato.



14 sono le DNA polimerasi eucariotiche !!!

Tabella 6.1 Le DNA polimerasi eucariotiche*
Replicasi ad alta fedelta
Pol o (alfa) Innesco della sintesi del DNA durante la replicazione e la riparazione

pol § (delta) Replicazione del DNA del filamento leader (e ritardato?} durante la replicazione e la riparazione
: \ (BER, DSBR, MMR, NER)

Replicazione del DNA del filamento ritardato durante la replicazione e la riparazione (BER, DSBR, NER)

Pol 0 (teta) Riparazicne dei legami crociati interfilamento

pol 1 (iota) Sintesi translesione del DNA (richiesta durante la meiosi)

Pol x (kappa) Sintesi translesione del DNA (delezioni e sostituzioni di basi), DSBR (unione non omologa delle estremita)
Pol L (lambda)  Sintesi translesione del DNA

Pol i (mu) DSBR {unione non omologa delle estremita)

Pol vy (nu) Riparazicne di legami crociati nel DNA?

Revl Sintesi di siti abasici {I'attivita deossicitidil trasferasica inserisce C in un nucleotide privo di una base)




5 sono le DNA polimerasi batteriche

FOCUS 6.1
Le DNA polimerasi batteriche

Nel batterio E. coli ¢i sono cinque DNA polimerasi
principali: le DNA polimerasi I, IT, ITT, IVe V.
Insieme, queste cinque polimerasi svolgono la stessa
serie di funzioni svolta dalle 14 DNA polimerasi
eucariotiche.

DNA polimerasi |

La DNA polimerasi 1 & stata la prima polimerasi ad
essere purificata e caratterizzata ed & usata
estesamente in biologia molecolare per la sua facile
reperibilita e per le sue proprieta uniche. I la
polimerasi pilt abbondante in E. coli, ma non &
I'enzima responsabile della maggior parte della
replicazione mentre ha un ruolo nella rimozione del
primer, nel riempimento delle interruzioni fra i
frammenti di Okazaki e nella via di riparazione per
escissione dei nucleotidi (vedi Sezione 7.6). La DNA
polimerasi I ha due subunita. Una subunita,
chiamata frammento di Klenow, ha attivita
polimerasica 5'—3’, mentre 'altra ha attivita
esonucleasica sia 3'—5' che 5—3". Linsieme delle
due subunita & chiamato oloenzima. L'oloenzima ha
la capacita esclusiva di iniziare la replicazione a
livello di un nick (un legame fosfodiestere spezzato)
nell'ossatura di zucchero-fosfato del DNA. Questa
proprieta ¢ sfruttata in laboratorio con una tecnica
chiamata "nick translation”. Anche il frammento dj
Klenow é largamente usato in biologia malecolare,

Per esempio, per marcare il DNA in una tecnica
chiamata “random priming” (vedi Strumenti 8.5).

DNA polimerasi llI

Fu una sorpresa peri ricercatori quando si accorsero
che la DNA polimerasi I, la polimerasi pit abbondante,
nen era la polimerasi replicativa principale in E. coli. In
effetti, un enzima molto meno abbondante, la DNA
polimerasi I11, catalizza la replicazione del genoma.
Loloenzima contiene 10 subunita polipeptidiche
diverse. La subunita a ha attivita di replicasi ¢ la
subunita € ha attivita di correzione delle bozze
(esonucleasi 3'-5’). Anche la DNA polimerasi 11l ha un
ruolo nelle vie di riparazione per escissione dei
nucleotidi (vedi Sezione 7.6).

DNA polimerasill, IVe V

La DNA polimerasi II & coinvolta nei meccanismi di
riparazione del DNA (vedi Sezione 7.4), mentre le
DNA polimerasi IV e V mediano la sintesi translesione
del DNA. La DNA polimerasi IV, chiamata anche
DinB, ¢ codificata dal gene dinB. La polimerasi V,
nota anche come complesso UmuD’,C, & codificata
dall'operone umuDC. Entrambe le polimerasi
possono aggirare il danno al DNA che ha bloccato la
replicazione da parte della DNA polimerasi I11. Queste
polimerasi possono avere un ruclo nella mutagenesi
adattiva, in quanto tendono a compiere ervori.

Allison, FONDAMENTI DI BIOLOGIA MOLECOLARE, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2008



WHAT IS DNA POLYMERASE? 1

Chromosome

Free nucleotides DNA polymerase
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ENZYMES INVOLVED IN DNA
REPLICATION

o This is the list of Enzymes involved in DNA
Replication.

— DNA Helicase

— DNA Polymerase

— DNA clamp

— Single-Strand Binding (SSB) Proteins
— Topoisomerase /| DNA Gyrase

— DNA Ligase

— Primase



DNA ligase joins

RNA primase initiates Okazaki fragments
Topoisomerase nicks new strand synthesis. on lagging strand.
and unwinds strands DNA polymerase DNA Ii
to release mechanical complex (contains Pol I1I) e
stress of unwinding. ,
: Helicase

RNA primase complex (primosome)

Topoisomerase Helicase unwinds DNA
at the replication fork.

Single-strand
binding proteins SSB proteins bind and

(SSB proteins) stabilize single-stranded
DNA at replication fork.

DNA polymerase complex
(contains Pol I1I)




Struttura proteica della pinza scorrevole di PCNA umana
(DNA clamp o sliding clamp)

fattore di processamento per la DNA-polimerasi, promuove e controlla 1'azione
della polimerasi durante la replicazione, impedendo alla polimerasi di staccarsi
dal filamento di DNA (interazioni specifiche forti)

la presenza della pinza scorrevole aumenta notevolmente il numero di nucleotidi
che la polimerasi puo aggiungere e quindi la velocita di replicazione del filamento di
DNA (fino a 1.000 volte rispetto ad una polimerasi priva del clamp)

PCNA = Proliferating Cell Nuclear Antigen (antigene di proliferazione
nucleare)



La pinza scorrevole € una proteina a+f (due subunita nei batteri, tre negli eucarioti) che
vengono assemblate in un multimero ad anello (toroidale) il quale circonda

completamente la doppia elica del DNA

(a) Clamp
loader Clam
— \ p
v loader
ATP

Clamp

\)
ADP
clamp
loader

T4 gp4s5 trimer PCNA trimer
Current Biology
batteri virus eucarioti

| Due viste del DNA circondato dalla pinza |

Lewin, ILGENEVIIl, Zar



Nature Vol 265 February 24 1977

L
arth]eS L’articolo descrive il
S _ — primo sequenziamento
di un genoma

Nucleotide sequence of bacteriophage :

® X174 DNA

F. Sanger, G. M. Air’, B. G. Barrell, N. L. Brown®, A. R. Coulson, J. C, Fiddes,
C. A. Hutchison 111}, P. M. Slocombe® & M. Smith"

MRC Laboratory of Molecular Biology, Hills Road, Cambridge CB2 20H, Uk

Metodo enzimatico di Sanger

Proc. Natl. Acad. Sei. USA
Vol. 74, No. 12, pp. 5463-5467, December 1977
Biochemistry

W

v

DNA sequencing with chain-terminating inhibitors
(DNA polymerase/nucleotide sequences/bacteriophage $X174)

F. SANGER, S. NICKLEN, AND A. R. COULSON

Medical Research Council Laboratory of Molecular Biology, Cambridge CB2 2QH, England

Contributed by F. Sanger, October 3, 1977

Frederick Sanger &3

—\' Premio Nobel per la chimica 1958

£ 1) Premio Nobel per la chimica 1980

1918 - 2013



Nucleotidi terminatori (ddNTP)

eNucleotidi che bloccano
I'allungamento del
filamento di acido
nucleico: la mancanza
del gruppo ossidrile in 3’
impedisce |'attacco al
gruppo fosforico del
nucleotide successivo

eNucleotidi marcati con
32p (in passato) o
molecole fluorescenti
(recentemente)

Deoxynucleotide
triphosphate H

Base
(A, T,CorG)

Dideoxynucleotide
triphosphate

OH missing— . H

Base
(A, T,C or G)




Metodo di SANGER di terminazione di catena
(o dei dideossinucleotidi

Figura 7.3 Il metodo di
sequenziamento del DNA di
terminazione della catena, o metodo
dei didesossinucleotidi. (a) Reazione
della DNA polimerasi. (b) Struttura di
un didesossinucleotide. (c) Quattro
miscele di reazione, contenenti i
nucleosidi trifosfati, con I'aggiunta, in
ciascuna reazione, di un solo
didesossinucleoside trifosfato.

DNA
a filamento singolo
da sequenziare

(a) Si aggiungono:
Un dNTP

€ marcato
radioattivamente

DNA H
polimerasi Un didesossinucleotide
(ddNTP)
H
HO *
H, ,0 Bas w
Normal
(c) ddATP ddGTP ddCT P nucleotides: :.' i
o} H Qo
H o, 0 o
4 miscele HO w
di reazione Did Chain ¢, o Base :': O p=C
Terminators: w
 H
H H =
Prodotti *
della reazione

ddA GACT ddGCTAGACT diGTACACT ddT AGACT
ddAGTTGCTAGACT ddGTTGCTAGACT ddTGCTAGACT
ddTTGCTAGACT




Poiché il DNA sintetizzato contiene un gruppo marcato (radio) puo essere
distinto dal templato

Y NN

ddAGACT  BHBCTAGACT EEETACACT  WEEAGACT Elettroforetogramma. Si noti che la
BEGTTGCTAGACT EEMTTGCTAGACT :;?G;g’xg’:g sequenza nucleotidica che si legge nel
Elettroforesi su gel . A gel dal basso verso I'alto riflette I'ordine
e con cui i nucleotidi sono stati aggiunti
(d) A G 5] T dalla DNA polimerasi.
Frammenti
pit lunghi A
\ G
T T
T T
_/ G
\x o
/ T
v [canmne] A
Frammenti
piu corti

Lettura della sequenza dal basso verso I'alto: ~ZA—T—C-G-T-T-G-A-

La sequenza complementare ¢ il filamento stampo originale (3*5'): -T-A-GC-A-A—C-T-}

Risultato:




Produzione dei frammenti (metodo di Sanger)

Sequence

CATGCTGTCAGTCGATGCTAGCTAJG

CATGCTGTCAGTCGATGCTAGCTdA
CATGCTGTCAGTCGATGCTAGCIT
CATGCTGTCAGTCGATGCTAGIC
CATGCTGTCAGTCGATGCTAIG
CATGCTGTCAGTCGATGCTdA
CATGCTGTCAGTCGATGCdT
CATGCTGTCAGTCGATGJC
CATGCTGTCAGTCGATIG
CATGCTGTCAGTCGAJT
CATGCTGTCAGTCGdA
CATGCTGTCAGTCJG
CATGCTGTCAGTdC
CATGCTGTCAGAT
CATGCTGTCAJG

CATGCTGTCdA

CATGCTGTdC

CATGCTGdT

CATGCTdG




Fluorocromi (BigDye™ )

- i

=4 Domatore fluorescents
) IL [Exmodsrants © 3500
Limkar L o]
o a5,

HM-_

(dR110/Fam)

NA NA
Emax 540 nm Emax 5656 nm

(dTamra/Fam)

(dRox/Fam)

DNA
Amax 490 nm Emax 590 nm Amax 490 nm

I quattro fluorocromi hanno differenti proprieta di emissione
In funzione della natura dei gruppi R.

Max Max

Fluorocromo  occitazione emissione

FITG

Alexa 188
Oregon Green

Alexa 568
Texas Had
Cy5

Alexa 660

Clorofilla a
Clorofilla b

CFP
GFP
YFP
DsRed 553

Figura 13.4
Massimi di eccitazione e di emissione per alcuni fluoro-
cromi di sintesi (A), pigmenti (B) & proteine fluorescenti

().

Nel caso dei BigDye Terminators
sono i ddNTPs ad essere legati al
fluorocromo



Dye [erminator Labelling

Il colore indica quale
nucleotide & stato

incorporato

La lunghezza del
Prodotto indica la
posizione

L'intensitd e la lunghezza donda delle emissioni fluorescenti vengono captate
durante I'elettroforesi quando | frammenti di DMNA, eccitati dalla luce laser, passano

davanti ad un rilevatore.

5 ATCGTCTGAAC ¥

Laser
“l=——T—  light

R M“\ i, J\ Il f{"\\ N

3 et b ol
AGATTTCHEMCTGTAGCTABGAC

" —- Compuater-generated result after
Cﬂmputﬂ'l bands migrate past detector




Marcatura fluorescente

elettroferogramma

CGGAAGC ATAAAG TGTACAT

—

E possibile marcare il B

primer con un composto
fluorescente diversamente
colorato per ciascuna

delle quattro miscele di
reazione di terminazione

esplorata

% Tampone
Apparato di Al computer
rilevazione @
(fotomoltiplicatore)

Figura 7.10 Illustrazione schematica della metodologia impiegata nel
sequenziamento automatico con marcatura fluorescente del DNA. Si allestiscono
quattro reazioni, una per ciascuna base, ed in ciascuna di esse il primer viene

< 10 OOO b asi marcato ad una estremitd con uno dei quattro divcrsi.coloranti ﬂuorescenti.; e

! coloranti funzionano in questo protocollo di sequenziamento come un codice di

colori, specifici per le basi (viene usato un solo colorante in ciascuna reazione
contenente il relativo didesossinucleotide). Le quattro miscele di reazione vengono
poi combinate, e fatte migrare in una sola corsia del gel. Pertanto, ciascuna corsia
rappresenta un differente esperimento di sequenziamento. Quando i frammenti di
dimensioni differenti procedono verso il basso nel gel, un raggio laser eccita il
colorante nell’area di rilevazione. L’energia emessa passa attraverso un filtro rotante
colorato e viene rilevata da un fluorimetro. Il colore della luce emessa identifica la
base finale del frammento.
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GenBank

*Banca dati ad
accesso libero BLAST Assembled Genomes

(”‘I‘tern et} Choose a species genome to search, or list all genomic BLAST datalases.

- CII’CB. 240 ITII|I0nI dl 2 Human B (hyia sativa B Gallus gallus
= 2 Mouse O Bog taurus 0 Han troglodytes
Sequenze genIChe a Rai o [hailo rarfoe o ffcrobes
. . . abidopsis thalian: 5 FIE oHaste s rmellfer
(anlmall e Vegeta“) A Armbidopsis thaltana B Drosophifa melanogaster B Apis mellifers

*Permette _iI confronto Basic BLAST

della propria sequenza [ SESEGEyR—_—_—_
in tempo reale: motore
di ricerca (programma nucleotide blast | 200 megalant. discorgumis maganee
bIaSt) Indlvldua I? wotein blast Search |}|'ptei|1 database using a protein quary
Sequenze Gcn Il plu -L.f:n'.ln'iu'l'n'n”:l Olastp, p=i-blast, phi-Dlast

eleva-to grado di blaste | Search protein database using a translated nuclestide query
Omﬂlﬂgla thlastn | Search translated nucleotide databasze using & protein query

'Chiu ﬂque put‘} thlast: | Search translated nucleotide database using 5 translated nucleotide guary
depositarvi le proprie




National Institutes of Health

Turning Discovery Into Health

EE  An official website of the United States government Here's how you know v

m National Library of Medicine

National Center for Biotechnology Information

GenBank \ Nucleotide v \ ‘ ‘ @

GenBank v  Submit ¥ | Genomes ¥ | WGS w  Metagenomes * | TPA v | TSA - INSDC ¥ | Documentaton * | Other =

GenBank Overview GenBank Resources
GenBank Home
What is GenBank?

GenBank @ is the NIH genetic sequence database, an annotated collection of all publicly available DNA sequences (Nucleic Acids
Research, 2013 Jan;41(D1):D36-42). GenBank is part of the International Nucleotide Sequence Database Collaboration, which comprises
the DNA DataBank of Japan (DDBJ), the European Nucleotide Archive (ENA), and GenBank at NCBI. These three organizations exchange Search GenBank

data on a daily basis. Update GenBank Records
A GenBank release occurs every two months and is available from the fip site. The release notes for the current version of GenBank

provide detailed information about the release and nofifications of upcoming changes to GenBank. Release notes for previous GenBank

releases are also available. GenBank growth statistics for both the traditional GenBank divisions and the WGS division are available from

each release.

Submission Types

Submission Tools

An annotated sample GenBank record for a Saccharomyces cerevisiae gene demonstrates many of the features of the GenBank flat file
format.




SEQUENZIAMENTO DEL DNA - PROGETTO GENOMA UMANO

Aumento delle sequenze depositate (GenBank, EBi, DBJL) dal 1985
al 2006

e

140000 000 000
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20000000000 /
|

0 =

1985 1986 1987 1988 1989 1990 1991 1992 1993 1994 1995 1996 1997 1998 1999 2000 2001 2002 2003 2004 2005 2006

Anno

Dal 1982 a oggi, il numero di basi in GenBank e raddoppiato ogni 18 mesi
circa.

Nell’ ottobre 2022 si sono raggiunte le 201 562 963 366 851 basi relative a
240 539 282 sequenze



Next Generation Sequencing (NGS)

« L’insieme delle tecnologie di sequenziamento degli acidi nucleici che hanno

in comune la capacita di sequenziare, in parallelo, milioni di frammenti di
DNA

« Potenzialita di produrre, in un’unica seduta di analisi, una quantita di
informazioni genetiche milioni di volte piu grande

3 miliardi di dollari e 13 anni di lavoro (1990-2003) di 20 diverse
universita e centri di ricerca si sono resi necessari per completare nel
2003 la caratterizzazione di un genoma umano per lo “Human genome
project”. La prima bozza del genoma si € avuta nel 2000 e il completamento
della sequenza nel 2003

Oggi, a pochi anni di distanza, le tecnologie NGS piu avanzate consentono il
sequenziamento di un genoma umano in pochi giorni al costo di circa
1.000 dollari !




