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Tipl di ricombinazioni

1. Ricombinazione tra sequenze omologhe:
(generalized o Homologous recombination) avviene
prevalentemente nella meiosi. Avviene allo stadio di
“four strand” (elevata fedelta -> mantenimento
dellidentita del genoma).

2. Ricombinazione tra paia di sequenze specifiche: site
specific ricombination. Es. nell'integrazione dei fagi.
Gli enzimi sono specifici per la sequenza.

3. Ricombinazione per trasposizione (Trasposizione):
sequenze vengono inserite senza bisogno di omologia
di sequenza.
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Ricombinazioni

* Ricombinazione conservativa sito-specifica (CSSR):
tra due elementi di DNA definiti

* Ricombinazione per trasposizione (trasposizione):

tra sequenze specifiche senmousgonete
e siti non specifici @ @
Hanno in comune le " "

ricombinasi e la formazione del 7 N
complesso sinaptico
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CSSR

(Ricombinazione conservativa sito-specifica)

Il segmento di DNA che viene spostato porta i siti di ricombinazione

Esempio fago A un sito di ricombinazione sul DNA fagico e I'altro
sul DNA batterico

Le sequenze dei siti di ricombinazione
sono corte — 20 bp

sito P //
di ricombinazione - /) ’
fagico s B

~l ricombinazione o |
siteg ————— 1\ integrativa 2 |
di ricombinazione : > g i
batterico “

\
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CSSR: tipi € meccanismo

La CSSR puo dar luogo a:
— Inserzione in un sito specifico (es. fago 1)
— Delezione di un pezzo di DNA
— Inversione di un pezzo di DNA

inserzione delezione inversione

X A B Y X A B Y
'
(9 - B

1 +
X A B Y X Y X Y

(-~ > CE

;
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CSSR: tipi € meccanismo

| siti di ricombinazione sono

composti da: sequenze di

riconoscimento della ricombinasi e

regione dello scambio
Se hanno la stessa direzione

(ripetizione diretta) permettono

inserzione o delezione
Se hanno direzione opposta

(ripetizione invertita) permettono la

inversione

_ siti di ricombinazione
C I C Il

—

C I >

sequenze di riconoscimento della ricombinasi
regione dello scambio

\

I Il |
5@ Ic DIAGCCR D )
3E ) DATC G R 2 J
5@ D - DTAGC I ] D
3@ X D D

le sequenze di riconoscimento

lla ricombinasi lega

lricombinazione
S'AIIG:CQ:
3'@ ) - DA T C G B - ] D
5'@ ) . D AGC R » D

31:6EEC16:>
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Meccanismo delle ricombinasi: Ricombinasi a Serina

estremita interrotta del DNA

5-07 o
5-07 o k ! 5-04 o

HQO -
taglio riunione
—_—
) o]

. N |
Rec) O P—0O base I —p— base 0=P—0— base
\Rreﬂc/)Ser OH Z \O_ [0) Rec pSer — // \ | o
(Rec)Ser — OH 0
N redione de rossing over

| egione del crossing ove

|

9 O o] _ !
| 5@

3 3 3 '

intermedio covalente proteina-DNA

siti di riconoscimento della ricombinasi

serina ricombinasi itq o

3-HO @— R1 D

[

* Una serina della ricombinasi attacca il P e - )G o

libera il 3'OH. Il legame puo essere _ 340 OB

riformato senza richiesta di energia & ——
(conservativo). l ——
§

de 'I amenti

 Le ricombinasi a serina tagliano = =
contemporaneamente i due filamenti di .

DNA prima dello scambio. Occorrono 4
subunita. Q.
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Struttura di una serin ricombinasi con il DNA
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Ricombinasi a Tirosina

Le ricombinasi a tirosina tagliano ed uniscono due filamenti, e poi gli altri due. Si
ha la formazione di una Holliday junction.

3’ P tirosina Recombinase

-
a ) 5'-OH
R1
' Cado 7
¢ I c - ’ _
\ '\sz
@/ | s-on
3 e = >
.\\ R4 /:
e 'I‘)rr—
scambio del filamento 5 3

"superiore” 3 5

4

 al : ”
5. ‘ 5’ 3

. \V/AY: ) . ,
giunzione di Holliday \\\\ O—KRZ/ 3 5
P A 2, e
 R3 A/ \\
5 @ / \ N T|
3@ : o -
O ra ) -
o HO OH HO...—
taglio dei filamenti Tyr
"inferiori” i
Tyr —
c 5- 3
R1
% m / 2 3 5

5 u—ﬁf \\

3 e 7 = = >
5-0H @\ R4 J
scambio del filamento
inferiore per terminare +_Tyr

la ricombinazione

5@
3 e

5@ >
3 & > 3; 5
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Cre-Lox

Un sistema semplice di ricombinasi a
tirosina si trova nel batteriofago P1. La
Cre recombinasi codificata dal fago
catalizza la ricombinazione tra due
sequenze bersaglio.

Le sequenze ricombinanti del fago P1
sono identiche, sono di 34 bp- chiamati
loxP. La Cre ricombinasi € sufficiente per
la reazione; nessuna proteina accessoria
e richiesta.

Per la sua semplicita ed efficienza, il
sistema Cre/lox & stato adattato per le
cellule eucariotiche, dove € diventato una
tecnica standard per site-specific
recombination.

Struttura di Cre
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Cre-lox

Ogni subunita di Cre si lega
alla sequenza di
riconoscimento.

Si ha un tetramero sul DNA
cruciforme

Cre ha due conformazioni
qguella verde puo tagliare Il
DNA. Cambiando la coppia
di subunita attive si taglia
anche il secondo filamento
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Manipolazione di cellule ES per ottenere topi KO

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE

| J
N oo
y -
Iy \
N\ LN \
~ PN /' \
N o —— N e e e e e e e ‘_ —
ricombinazione ricombinazione
omologa non omologa

YNEO) YNEO) T7K)

aggiunta di DNA clonato a cellule ES in coltura

selezione con NEO

somicina . .
neomicing elezione positiva)

selezione contro TK

selezione)

v
creazione di una linea clonale

l topo clonato knockout
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Knock-out o Knock-in condizionale

g Cre Mouse LoxP (Floxed) Mouse

—

% X

—

Q

C Sto Stc

p Stop Stop
q) F—V —
(D — D, SN . ¥  Target gene loxP eGFP
o
L
Cre LoxP Mouse
Cells with active Cre recombinase Cells lacking active Cre recombinase
-
O
o+
Stop Stop Stop

S - () | =

G) - m oxP Target gene loxP eGFP

C

Q

—
L

Original gene function is disrupted, Original gene function is untouched.
a reporter gene is transcribed
instead.



Ricombinazione fago A

bacterial cell
host chromosome
lambda
probi ' ATTACHMENT TO HOST CELL
AND INJECTION OF LAMBDA DNA
e e
LAMBDA DNA
CIRCULARIZES

LAMBDA DNA INTO
HOST CHROMOSOME

o )

O
INTEGRATION OF (

SYNTHESIS OF VIRAL
PROTEINS NEEDED FOR
FORMATION OF

NEW VIRUSES

RAPID REPLICATION OF
LAMBDA DNA AND ITS

SLLUNEON. ) ' PACKAGING INTO
E E ] % COMPLETE VIRUSES
A CELL LYSIS RELEASES

A LARGE NUMBER OF

AA)\ A )\ NEW VIRUSES
oy

INTEGRATED LAMBDA DNA REPLICATES
ALONG WITH HOST CHROMOSOME
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Ricombinazione fago A

Il ciclo del fago lambda:

Per essere lisogenico Phage DNA
deve essere integrato nel o
DNA Ospite Bacterial DNA BOB

attB

Per entrare nel ciclo litico egratn requres | A
deve esser exciso dal
cromosoma.
| siti di integrazione (attP X
e attB) differiscono da xcison rocuires . TA

. . . . Int, Xis, & IHF
quelli di excisione (attL e ol L
attR) sratest wen igito o TOPhAge AR

Figure 15.25 Circular phage DNA is converted to an
integrated prophage by a reciprocal recombination between aftP
and «ettB: the prophage is excised by reciprocal recombination
between attl and attR.
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Integrasi di A

» |l passaggio tra lo stato lisogenico e la
crescita litica del fago A richiede la
integrazione o escissione del DNA
fagico.

« L’integrasi A (AInt, tirosina ricombinasi)
catalizza la ricombinazione tra i siti attP
(phage) e attB (batterio)

» attB di 30 bp ha i due siti di legame di Bk
Alnt e la regione del crossing-over

« attP (240 bp) ha due braccia per il < DAY
legame di Alnt e del fattore di RS PN A2
integrazione dell'ospite IHF (un fattore
architettonico 3

IHF

« L’escissione richiede il fattore 1= V'
architettonico Xis
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-

Ricombinasi Hin inverte il D

segmento invertibile

Nella Salmonella la serin y s
n

NA

ricombinasi Hin inverte una - I

regione di 1000 bp fiancheggiata on
da siti invertiti hixL e hixR .

In una posizione il promotore nversonel
attiva i geni per la flagellina H2

(fljB) ed il repressore per

flagellina H1 (flyA). hod

hixL hixR

hin

hixR

Nell'altra induce flagellina H1 (che o PE—
si trova molto distante). P

segmento invertibile

Il sistema necessita di un

enhancer a DNA che lega la \f\*;mm

fliB

fjB

proteina Fis che curva il DNA. Hin ﬁ'

Evento stocastico, per “ingannare” aea i
il sistema immunitario dell’ospite.
Flagellina, componente proteica

del flagello contro cui si sviluppa
reazione immunitaria.

complesso sinaptico Hin-hix

Fis

fliA

fliA



TABELLA 12.1 Le ricombinasi classificate per famiglia e funzione

Ricombinasi

Funzione

La famiglia delle serina ricombinasi

L'invertasi Hin
della Salmonella

Il trasposone Tn3
e le resolvasi yd

Riconoscendo | siti hix inverte una regione
cromosomica cambiando 'orientamento di un
promotore. Permette 'espressione di due diversi
antigeni di superficie.

Promuove la delezione di un tratto di DNA per
risolvere un evento di fusione che deriva dalla
trasposizione replicativa. | siti di ricombinazione
sono chiamati res.

La famiglia delle tirosina ricombinasi

L'integrasi
del batteriofago A

Cre del fago P1

XerC e XerD
di Escherichia coli

FLP di lievito

CSSR

Promuove l'integrazione e 'escissione del genoma
di A dentro e fuori da una specifica sequenza del
cromosoma di E coli. | siti di ricombinazione sono
detti att.

Durante l'infezione, media la circolarizzazione del
genoma virale riconoscendo su di esso dei siti detti
lox.

Sono responsabili di diverse reazion! di delezione
che convertono molecole circolari di DNA dimeriche
in monomeri. Riconoscone sia siti originatisi sul
plasmide (cer) che siti cromosomici (dif).

Inverte una regione del plasmide di lievito 2u per
permettere una reazione di amplificazione del
DNA detta replicazione a cerchio rotante. | siti di
ricombinazione sono detti siti frt.

https://www.youtube.com/watch?v=wtWkTSPubQY
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https://www.youtube.com/watch?v=wtWkTSPub0Y

La trasposizione

* Elementi trasponibili o trasposoni.

|| movimento avviene per una ricombinazione tra
le estremita dell’elemento trasponibile e una
sequenza di DNA della cellula.

trasposone
DNA genomico || | I )
y. A J/ Ak
vecchio sito nuovo sito
movimento in assenza di duplicazione movimento con duplicazione
: ‘ | | ] ] ‘ ‘
§ y J A/ y Ay Ll Ay L)
escisso dal vecchio sito copie dell’elemento nel sito vecchio
e inserito nel nuovo e in quello nuovo
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| trasposoni nei genomi: frequenza e distribuzione

elementi ripetuti . Adh 1E . geni

QD ) Lo o)) ) bdodido)) ) ) Voo ) )o ) ) )

b uomo
V28 V29-| TRY4 TRYS

D T =R

C Drosophila melanogaster
Ppl Edg78E Polycomb

d Saccharomyces cerevisiae

GLK1 SRO9 HIS4 FUSI AGP/ BUD3
D BN D D T
Ty2

€@ Escherichia coli

thrB dnak carB fixA
h ST T IR T D DT DT T T D) )
thrA thrC ISI86 1SI
| | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | | |
0 10 20 30 40 50 kb
kb
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Tre classi di elementi trasponibili

A) Trasposoni a DNA
Portano sia delle sequenze di DNA
(invertite e ripetute da 25 a centinaia di 3 rasposoni a ona

pb) che servono come siti per la DNA fiancheggiante
ricombinazione sia geni che codificang™' > elemento |
proteine che partecipano alla O = =r
ricombinazione come la trasposasi /o trasposas
(intggrasi) ma anchg a]t_re proteine duplicazione isfmufnnafnpeme
(resistenza ad antibiotici). bersaglo e invertite

b retrotrasposoni tipo virus/retrovirus
B) Retrotrasposoni tipo | elemento
virus/retrovirus —*°
Siti per ricombinasi all” interno di ¢ ) 5 > >
sequenze LTR. Integrasi (trasposasi) + = inegiasi e KT T
trascrittasi inversa (RT).

C retrotrasposoni poli-A
C) Retrotrasposoni poli-A i o o aum
Senza ripetizioni terminali invertite. | S i

Sequenza 5" UTR, 3’ UTR e poli-A.
ORF1 codifica per RNA binding protein.
ORF2 fattore con attivita Trascrittasi
inversa ed endonucleasica.
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Major classes of transposable elements

CLASS DESCRIPTION AND
STRUCTURE

GENES IN COMPLETE ELEMENT

MODE OF MOVEMENT

EXAMPLES

DNA-only transposons

short inverted repeats at
each end

encodes Lransposase

moves as DNA, either
excising or following a
replicative pathway

P element (Drosophila)
Ac-Ds (maize)

Tn3 and IS1 (E.coli)
Tam3 (snapdragon)

Retroviral-like retrotransposons

directly repeated long terminal

repeats (LTRs) at ends

encodes reverse transcriptase
and resembles retrovirus

moves via an RNA
intermediate produced
by promoter in LTR

Copia (Drosophila)
Tyl (yeast)

THE-1 (human)
Bsl (maize)

Nonretroviral retrotransposons

AA
TYTT

Poly A at 3’ end of RNA

transcript; 5 end is often

truncated

encodes reverse transcriptase

moves via an RNA
intermediate that is
often produced
from a neighboring
promotor

F element (Drosophila)
L1 (human)
Cind (maize)

These elements range in length from 1000 to about 12,000 nucleotide pairs; each family contains many members, only a few of which
are listed here, In addition to transposable elements, there are selected viruses that can move in and out of host cell chromosomes;
these viruses are related to the first two classes of transposons.




A) TRASPOSONI A DNA: TAGLIA E INCOLLA

elemento nella vecchia pos

Il DNA con ripetizioni invertite viene escisso. /“ e

Y \ ] )

Si forma il complesso sinaptico o -
trasposoma. Nel DNA bersaglio viene fatto l

un nick, e si ha una trans-esterificazione:

trasferimento del filamento di DNA.

E’ un movimento di trasposizione con
meccanismo non replicativo.

estremita 3’ del trasposone

kg

20 O ——
2
L]
(‘@ . sito bersaglio
5 ase del DNA
Q °0— "9 o DNA bersagl
\? _0
—
o \_
- trasfer
5 or C"E delflamento di DNA _
ER N P
R 0 o [pase] @ v
& Y > C
) S
3- y 5@
trasferimento R H : u‘,f{,,"’ P
del filamento pr\y C\). °* El sintesi del DNA di riparazione
(\' per riempire le rotture
5@ U 3
3 e ) 5 \
5’ -
31&\ i elemento nella nuova posizione saldatura delle incisioni
A\ nuovo DNA
1 : e m—]
5 I
nuova | | |

estremita . duplicazione duplicazione

del DNA'"'“"B'—HO ‘Q\' i\i ovag one del sito bersaglio del sito bersaglio
. Y@ 3 sre S.p.A. Copyright © 2009
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Il transposoma

La transposasi € codificata = .

dal transposone.

Occorrono almeno 2

active tra nsposase

complex

short inverted e

repeat sequences

—l N EF

broken donor rejoined donor
chromosome A chromosome A

e
]
transposon in donor u
chromosome A
dimeric
C’f"’transposase 2
d integrated
, , , transposon ,
5 y 3 ——— 3

3 A 5 N B
target chromosome B short direct repeats of target DNA
sequences in chromosome B

Transposon integrated at donor site

1 4

Target site :

Al
Tl

CGT
GCA
l Iransposase cleaves at ends of transposon

inverted repeats and intreduces staggered
cutin target DNA

subunita. | — ‘
Ha il ruolo di riconoscere le | m*

estremita, unirle, tagliarle ) LA |
per fare il transposoma, ed S
iInserire nel DNA bersaglio. | Eae : R |

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A
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La transposizione a DNA con
meccanismo replicativo

* Dopo il trasferimento del
filamento si forma una struttura
con due ramificazioni, che puo
fungere da forca replicativa.

* La replicazione termina sulla
seconda forca e produce due
copie del transposone
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Tn10 batterico

« Appartiene alla famiglia IS4, con sistema taglia e
incolla

* Di 9 kb, contiene la trasposasi € |la resistenza alla
tetraciclina

 Alle estremita ha IS10R (con la trasposasi) e IS10L
(IS = insertion sequence; R = right).
« Usa RNA antisenso per regolare |’ espressione della

trasposasi gene
gene geni della trasposasi
della trasposasi per la resistenza v |
difettivo alla tetraciclina p
ouT
| | — >
) A ™ N 8\
| | | |
J y, J / v
| 4—F
IS70L Pin

Watson ef 11126



Esempio: Regolazione antisenso
dell’ espressione di Tn10

RNA antisenso M iy iy, >
Pour
gene della trasposasi | )
mMRNA ., P

del trasposone EmmE——— S
| J

36 coppie di basi

di sovrapposizione

b alto numero di copie di Tn70

|'appaiamento RNA-RNA
e frequente

la traduzione dell’'mRNA
per la trasposasi € bloccata

€ basso numero di copie di Tn70 ‘
ribosoma P
I’appaiamento RNA-RNA G/ O e ——

& raro ~

la traduzione dell'mRNA
per la trasposasi & efficiente
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B) RETROTRASPOSONI SIMILI Al VIRUS

e Hanno un RNA intermedio

* || promotore e suLTR e
'RNA viene copiato in cDNA
da una trascrittasi inversa

* Un’integrasi riconosce le
estremita e dirige |l
trasposoma al bersaglio.

‘\
D
L V>

Watson et al., BIOLOGIA MOLECOLARE DEL GENE, 6/E, Zanichelli editore S.p.A. Copyright © 2009 11128




The life cycle of a retrovirus

The retrovirus genome consists of an RNA molecule of about 8500 nucleotides; two such
molecules are packaged into each viral particle. The enzyme reverse transcriptase first makes a
DNA copy of the viral RNA molecule and then a second DNA strand, generating a double-stranded
DNA copy of the RNA genome. The integration of this DNA double helix into the host chromosome
is then catalyzed by a virus-encoded infegrase enzyme. This integration is required for the
synthesis of new viral RNA molecules by the host cell RNA polymerase, the enzyme that

transcribes DNA into RNA. INTEGRATION
OF DNA COPY
INTO HOST
DNA CHROMOSOME integrated DNA
= ona M.
REVERSE TRANSCRIPTASE RNA (“w——/_ﬂ’
MAKES DNA/RNA AND et f
THEN DNA/DNA DNA N—_—
DOUBLE HELIX k
I TRANSCRIPTION 1
RNA
>r—— many
RNA \ RNA = 4 atta,
' COPIBS  rmmmm—— K s
cnve,:ODO '|' reverse ———— 1«“ ;E ./J.J’,
|\ [ lrenscriptase TRANSLATION — e L2
capsid ~ ﬁ';& _F}, 4 ,‘._‘»;-'—;.\
I T?-—’—’ & / . LAY p—
ol )% capsid protein A ASSEMBLY OF MANY
Lt NEW VIRUS PARTICLES,
+ . EACH CONTAINING
ENTRY INTO | , o : ?\'.,o REVERSE TRANSCRIPTASE,
CELL AND LOSS envelope protein  # 44yw — INTO PROTEIN COATS
OF ENVELOPE . 4
reverse transcriptase .... —




Esempio: LTR retrotransposons

» Alcuni contengono long terminal repeats (LTR, 250-600 bp)

« Caoadificano le proteine tipiche dei retrovirus, eccetto quelle
dell’ envelope.

« Codificano reverse transcriptase e integrasi
« Nell’ uomo la maggior parte deriva da retrovirus endogeni (ERV)

LTR Coding region LTR Host-cell DNA
LTR retrotransposon (~6-11 kb) A A A A

- ‘ - - Integrated . I=
LTR Protein‘-rcoding Target-site DNA r
(250-600 bp) region direct repeat Start site Poly(A) site
(5-10-bp)
RNA polymerase |l
Y
Primiary P NNAANANNANNN 3
transcript 5
RNA-processing enzymes
Poly(A) polymerase
Retroviral ¥
RNA NA\N\N\N\S\N (A),
genome
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C) RETROTRASPOSONI
ooli-A

« Usano un meccanismo chiamato
trascrizione inversa innescata dal
sito bersaglio

* L’ RNA codifica per due proteine:
ORF1 lega 'RNA, ORF2 ha attivita di
trascrittasi inversa e endonucleasi.
Portano I'RNA sul bersaglio

* Dopo il taglio il 3'OH del DNA fa da
primer e RNA da templato.

 Siti ricchi di T sono preferenziali
perché la coda di poli-A si puo
appaiare.

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

Chiamati anche retrotransposoni non virali.
Formano due classi:

— Long interspersed nuclear elements (LINE) (6 kb),

promuovono la loro mobilita e forniscono le proteine per la
mobilita di SINE.

— Short interspersed nuclear elements (SINE) (300 bp).
Hanno sequenze simili ai geni: un promotore e poliA.

Nel genoma esistono retropseudogeni (geni processati) derivano
da mRNA che vengono trasposti grazie a proteine codificate da

LINE (poco efficiente perché si legano ad alta affinita a RNA
LINE).

LINE
5" UTR EN RT-RNAsi H 3" UTR
> | : ‘ >

ORF1 ORF2 (An)s_11

SINE

™ Y AR
}‘ | >

/ Y / /

Watson et al., E duplicazione del sito bersaglio (A)s_11 11132



LINE

* Tre maggiori famiglie: L1, L2 ed L3

* L1 e la piu abbondante (21% genoma
umano)

» Codifica: RNA-binding protein (ORF1) e rev
transcriptase/DNA endonuclease (ORF2).

Long interspersed element (LINE)

A

\

(4
2181

J

A/T-rich Protein-coding Target-site
region region direct repeat
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5/

5!

ORF2

protein
Chromosomal DNA
vi AAATACT < 3’
TTTATGA 5’
Nkl
LINE RNA
H | Nicking
Nick site Nick site
e AAATACT N 3
TTTATGA 5’
Pph
E Priming of reverse transcription
by chromosomal DNA
////ﬂ—_‘\\\\
5’ AAATACT 3’

/[ \
3 GA 5’
sTTTAT
W

B Reverse transcription
of LINE RNA by ORF2

5’ 7 AAATACT
3’ M\TTT TGA
9|
LINE RNA
5’ AAATA AAA
3’ TTTATGA
NE DNA

3!

3’
5’

5I

5/

5/
3/

LI

AAATA

NE

LINE RNA

AAA
TTTATGA

NE DNA

E Copying of chromosomal
by ORF2

DNA

AAATACT
TATGA

enzymes

6 Insertion completed by
celluar

AAATACT:

3[
A AAA
TTTATGAANVNANANANTTTATGA

LINE DNA

AAATACT
TTTATGA

NANANNNN

AANANNNN
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Direct repeats
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5/

3r 3/
5" 5¢
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SINE Tl
0 copies copies
13% DNA umano "
. . S 50
100-400 bp., non codificano proteine, |
dipendono da altri elementi. L
Hanno una sequenza ricca in A/T, come LINE
1.6 milioni di siti, di cui 1.1 sono elementi Alu
LINE
5'UTR EN RT-RNAseH 3'UTR
T P ) ——
l Il | L |
ORF1 ORF2 An)s11
SINE
C——E® = >
L
sito di duplicazione del bersaglio (An)s_11
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percentage

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
I I I I | I | I | |
45% 53% 92%
21% 34% 42% | 48% 90.5%‘ 100%
LINEs SINEs ' : |
introns
retroviral-like elements protein-coding regions -~
DNA-only transposon ‘fossils™— L |
segmental duplications — genes
simple sequence repeats — heterochromatin —
| AT —— l— b —
REPEATS UNIQUE NOT YET
SEQUENCED

Representation of the nucleotide sequence content of the human genome.

LINE, SINE, retroviral-like elements, and DNA-only transposons are all mobile genetic elements that
have multiplied in our genome by replicating themselves and inserting the new copies in different

positions. Simple sequence repeats are short nucleotide sequences (less than 14 nucleotide pairs) that are
repeated again and again for long stretches. Segmental duplications are large blocks of the genome (1000
200,000 nucleotide pairs) that are present at two or more locations in the genome. Over half of the unique

sequence consists of genes and the remainder is probably regulatory DNA.
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Alcune considerazioni sugli
elementi trasponibilli

| trasposoni sono presenti nei genomi di tutte le forme viventi.
Questo “successo” € dovuto anche al fatto che la trasposizione é regolata in
modo da non compromettere la cellula ospite. Sono importanti per la plasticita
e I'evoluzione del genoma ma possono essere “distruttivi” -> equilibrio!!!!

| genomi delle piante sono molto ricchi di trasposoni

-> variazioni del colore. Sono stati scoperti nelle piante.
Nel 1940 Barbara McClintock (Nobel per la Medicina

nel 1983) scopri gli “elementi di controllo” nel mais.

39 & 85
1) | trasposoni controllano il numero delle proprie copie -> limitano
I'impatto sul genoma.

2) | trasposoni controllano la scelta del sito bersaglio (siti non “pericolosi”
per lospite.
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Transposable element
—-——

2 1 3

Gene X
s s
Transcribed in certain cell types, protein product is active

==

Protein product not functional

2 s
-1
Transcription activated in other cell types
3
- -
No effect
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Alcune considerazioni sugli
elementi trasponibilli

Sotto certi aspetti possono essere considerati come elementi parassitari, e
in effetti alcuni di essi sono imparentati con particolari famiglie di virus
(retrovirus). Tuttavia rappresentano un formidabile fattore positivo per
i processi evolutivi. Non a caso circa il 45% del genoma umano ¢’
costituito da residui di trasposoni.

La mobilita dei trasposoni nella linea germinale
aumenta le probabilita di avere organismi con nuove
caratteristiche che possono rivelarsi vincenti in
rapporto alle condizioni ambientali

v

Evoluzione del genoma
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Avviene nelle cellule del sistema immunitario. Gli anticorpi ed i recettori
delle cellule T devono riconoscere molti antigeni diversi -> ricombinazione
V(D)J.

e LIGHT CHAIN

Sito N T variable constant

di legame a region region (x type or A type)

dell’antigene T T 1

) HN-EE e - COOH
HEAVY CHAIN
HN - N - COOH

L 1 ]
variable region constant region

{a, &, &, 7, or u type)

variable region hypervariable regions
of heavy chain of heavy chain
/ [N

hypervariable
regions

antigen-binding
site

{/
g/
vanable
region of
light chain .| hypervariable
™ regions of
light chain
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Ricombinazione V(D)J

* Regione genomica codificante una

a

catena leggera di un anticorpo, R C
locus kappa nel topo. Circa 300 . BEDDIDSED NI D WD w) w ) » N =
segmenti genici V, 4 J ed 1 C -> 1200 ikl v At 3
versioni diverse di catene leggere a
partire da questa unica regione R R -
genomica attraverso la | I |
ricombinazione.

« Per la catena pesante in aggiunta e ———
c’e’ il segmento genico D (diversity). spling delria
Un locus nel topo 100 segmenti V, 12 o Y _wm
D e 4J -> 4800 combinazioni. l
L'anticorpo si forma fra qualsiasi | Ve
catena pesante e qualsiasi leggera -> A
elevata diversita. c

V1oVv2 Vn DI D2 Dn J1 J2 J3 )4 Cu C& Cy Ce Co
Y1) 1) ] )] ] ) ) ) ) )] )] )
Jodded s )i 4 A1 J1 J1 S

Oltre a ricombinazione si ha utilizzo di un singolo promotore e splicing -> un
trascritto con 1V, 1J e 1C.



Ricombinazione V(D)J

sequenze segnale per la ricombinazione

Adiacenti ai segmenti genici V(D)J vi sono j A Ny
le sequenze segnale per la L
ricombinazione: 'eptamero e il nonamero. ‘ﬁ??«'ﬁiﬁﬂ““’("o
Ci sono 2 classi di sequenze segnale per : %Q = /D ycpmens
la ricombinazione (spaziatore da 12 e f
spaziatore da 23). La ricombinazione ¢ “' o

50 e = e 3

avviene sempre fra classi diverse. > C—:

Le ricombinasi sono RAG1 e RAG2 g J
(recombination-activating gene 1 e 2). lg;q;:(;;i;;:;m

della forcina,
Durante I'unione del DNA si ha spesso gt
- che uniscono

\J le estremita

aggiunta o delezione di nucleotidi -> | o e

segnale

. . . g N 50 3 non omologhe
ulteriore fattore di diversita. o ’
a spaziatore b l
eptamero di 12 bp nonamero v b I \
I I I | . PR - . . ulteriore ricombinazione eliminata
CACAGTG \ACAAAAACA - g | _d g ) IgH
QTGTCAC ‘TGTTTTTTG‘G - - < - -
) IgK
e / ;
_a oL N ™ 103
/ Vi R — g < ) ) 19+
reglol
codificante - 9 ) ) TCRa, TCRy
CACAGTG ACAAAAACA
GTGTCAC TGTTTTTTGG

L ‘ ; < D <) ) ) TCRP, TCRS
eptamero spaziatore di 23 bp nonamero — = s . I ) 11 | 42




Meccanismi di ricombinazione
Tabella riassuntiva

Tipo

Ricombinazione
omologa

Ricombinazione
conservativa sito
specifica (CSSR)

Ricombinazione
per trasposizione

Ricombinazione
V(D)J
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Meccanismo

Avviene fra
sequenze
omologhe

Avviene a livello di
specifiche
sequenze

Avviene senza
bisogno di
omologia di
sequenza

Avviene fra 2 classi
di sequenze
segnale

Esempi

Riparazione di danno al DNA da rottura a doppio
filamento (principalmente procarioti ed eucarioti
subito dopo la fase S)

Crossing over durante la meiosi (eucarioti)

Integrazione/escissione del DNA fagico nel
genoma batterio

Cre/Lox (escissione)

Segmento hin in Salmonella (inversione)

a) Trasposoni a DNA (taglia e incolla). Ad es. Tn10
batteri.

b) Retrotrasposoni tipo virus/retrovirus. Ad es.
retrotrasposoni LTR.

c) Retrotrasposoni poli-A. Ad es. LINE e SINE.

Locus per la catena pesante e leggera delle
immunoglobuline (linfociti B) e TCR (linfociti T)
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Alcuni video

Trasposoni
https://www.youtube.com/watch?v=xfN8eFwzoK0

https://www.youtube.com/watch?v=CroyUMRpbxg

Myzanichelli
La ricombinazione conservativa sito-specifica
La ricombinazione per trasposizione
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https://www.youtube.com/watch?v=xfN8eFwzoK0
https://www.youtube.com/watch?v=CroyUMRpbxg

e resolvasi

| DNA circolari dopo la
ricombinazione omologa

= formano dimeri od oligomeri.
* Le ricombinasi chiamate
=== resolvasi generano i
B monomeri.

I e In E. coli laresolvasi XerCD
| riconosce il sito dif

l Durante la replicazione
cellulare e aiutata da FtsK, una
ATPasi.

Xer (2 C + 2 D). C sono attive sempre, D solo in presenza di
FtsK (proteina legata alla membrana dove avviene la
divisione cellulare - sincronizzazione con il ciclo di divisione
cellulare. 1145



Meccanismi di taglio del filamento non trasferito

OH

¢ ,” | taglio

mmm—————— | della trasposasi

3 F-
OH
a TN Tn7
\Tnsff\/‘ *
OH
5 - 1-' « )
3 > P- S Y )
HO T
t G
5
3
trasferimento
del filamento
) D.[\i/
5' e ,/
/ 3
5 /-

Watsol

\
b Tn10, Tn5 C Hermes
+ OH OH
DY S— g 1‘[ [ e—— 5 -"_J -
3. > P S P — e
OH
transesterificazione transesterificazione
\/ ([)H
5@ > —— 5" ¢ D -
3@ > C: :: ——— 3¢ ) P - \
OH
+
apertura
della forcina 5
3
v trasferimento
(PH del filamento
3',‘{ ) e il — di DNA /
[ N
OH + 5 e 3
. //‘ S
3’ 5

trasferimento
del filamento
di DNA
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| batteri scambiano DNA

LA CONIUGAZIONE si verifica
quando il materiale genetico passa

direttamente da un batterio all’altro.

LA TRASFORMAZIONE ha luogo
quando un batterio accoglie
materiale genetico presente nel
terreno di coltura (esp. Griffith).

LA TRASDUZIONE quando virus
batterici (i batteriofagi) trasportano
materiale genetico da un batterio a
un altro.

(Trasferimento orizzontale)

(@) lLa 9
Si forma il ponte Il DNA si replica e si trasferisce Un crossing-over .. creazione di
citoplasmatico da una cellula all‘altra nella cellula ricevente un cromosoma
Cellula Cellula portaalla... | | ricom| binante
donatrice  ricevente

battetico I DNA trasferito
replica
b) La trasformazione
(®) Il DNA nudo viene uUn g Il
captato dalla cellula nel batteri d
eeeeeeee te port. ricombinante
Frammen ti ;
di DNA /—\)
I 1o AR
/] N —
L
(¢) La trasd
Unvi lega alla la il plica, Il virus infetta un trasportand lla cre.
cellula batterica ... | |suo DN gliendo DNA nuovo batterio, con sé il D Il lul di un crol m
a cellul. batteric 0. | |ricevente porta ...| | ricoml binante.
SS \ batterica va incontro
/ | \
. N / = Wi
- i
—, V4 SS AL
g \ X7V R
s “u //j )
&, ‘2
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ESPERIMENTI DI GRIFFITH

Esperimento

Domanda: Un estratto proveniente da cellule batteriche
morte puo trasformare geneticamente cellule vive?

(a) (b) (c) (d)

\ on o |
Batteri di Batteri di Batteri di Una miscela di
tipo IS tipo IIR tipo IS uccisi | | batteri di tipo IIR
(virulenti) (non virulenti) | | col calore e di tipo IIIS
vengono vengono vengono uccisi col calore
iniettati in iniettati in iniettati in viene iniettata
un topo. un topo. un topo. in un topo.

| oo |

| Risultati
o /- . v
\:\‘/L// = . ’\/- A );/m_..xqg‘

Il topo muore |l topo vive I topo vive Il topo muore
Rintracciati Nessun Nessun Rintracciati
batteri batterio batterio batteri
di tipo IS rintracciato rintracciato di tipo IS
(virulenti) (virulenti)

Conclusione: Una sostanza presente nei batteri virulenti
uccisi col calore ha trasformato geneticamente i batteri di
tipo IIR in batteri di tipo IlIS, vivi e virulenti.




8 Codi i
Retroviral ; oding region

enomic 5 [_R_[ U5 PBS | 7 BT R (A),3
Modello della o

DNA

retrotrascrizione di === '%}'

to form DNA copy
of 5’ end of Us PeS |

RNA retrovirale

H RNA of DNA-RNA 3’ [ ERES[EY5

genomico in DNA R s

C)z’bg
E First jump: DNA hybridized 3[R [ U5 ]

with remaining RNA R sequence [ 1
5'[PBS_] [ U3 R_(A),3

U3 | R (A3

a
By

ORI s ]|
[TTTTTTTTITITITITI]] [T

3 DNA strand extended 3'[EEEE

S
from 3’ end [ 1
5 [ PBS BT R 1-(A),3

PBS - pr|mer‘b|nd|ng S|te’ EF Most hybrid RNA digested 3’ PBS ] . 3,u3| EE[mUSHE] (J)‘S
U3 = estremita unica al 3
A 3’ end of second DNA strand 3'[PBS 1 U3 [ R _[ U5

R= ripetiZione synthesized JEEEEEENEENEEEEE
U5 = estremita unica al 5’

[ tRNA in DNA-RNA hybrid 3’ | EERBSEN| [EUS R =Os ] 5
digested

5' [EH RSNV N[EEE S 3’

H Second jump 3'[_PBS [EUCE R s 5'
5' B ESHEEe0S PBS |3’

El Both strands 3'[CU3 | R [ U5 | PBS U3 [ R [ U055
completedby _ [T TTTTTI [T T T T T TTITTITITTITITTITT]TIT

synthesis from U3 R uUs PBS | 3
3'ends LTR LTR

Retroviral DNA
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