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La ricerca del materiale genetico

Il materiale responsabile dei caratteri ereditari
doveva avere tre caratteristiche:

1. Possedere [’informazione per la struttura, la
funzione, lo sviluppo della cellula.

2. Capace di replicarsi accuratamente.

3. Ma capace di andare incontro a variabilita.



Abblamo Visto come avviene la
dell'informazione

trasmissione

*Nel cromosomi troviamo 1 geni.
genetica

Controllo del fenotipo.




| lavori di Miesher (1869)

*Quale componente chimico del cromosomi
costituisce 1 geni?

Le analisi per la conferma che si tratta del DNA
sono ricerche svolte a cavallo della 2 guerra
mondiale.
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|l materiale genetico deve esibire 4
caratteristiche

«Replicazione (ciclo cellulare)

.Immagazzinamento dell'informazione (tutte le cellule hanno lo
stesso materiale genetico)

«Espressione dell'informazione (dogma centrale della genetica
molecolare)

.Variazione tramite mutazione (cambio nella composizione
chimica del DNA e/o riarrangiamento cromosomico)



|l dogma centrale della genetica
molecolare
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Sino al 1944: Proteine come materiale
genetico

|| materiale genetico viene trasmesso
fisicamente alla progenie (sia dalla teoria
dell'ereditarieta)

*L_e proteine erano I candidati favoriti perche:
1) Sono abbondanti nelle cellule

+Sino al 50% del peso secco




Sino al 1944: Proteine come materiale
geneﬁco

«La struttura proposta era troppo sempllce per
spiegare la variabilita.

|l DNA fu inizialmente studiato da Miescher ha
separato nuclei dal citoplasma (nucleina)
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Sino al 1944: Proteine come
materiale genetico
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La trasformazione |
Gli esperimenti di Griffith (1927) &

Studiava il Diplococcus pneumoniae (Streptoc

*Ceppi virulenti (S) e ceppi non virulenti (R)

Esistono numerosi sierotipi che si differenziano dalla
struttura chimica della capsula

Sierotipo I, I, 111, IV

*Usa: lIR e IS




[’esperimento di trasformazione di
Griffith (1928)

Figura 2.2

L’esperimento di trasformazione di Griffith. Topi a cui erano stati iniettati pneumococchi del
tipo I1IS morivano, mentre topi iniettati o con batteri del tipo IR o con batteri I1IS uccisi al ca-
lore sopravvivevano. Tuttavia, se iniettati con una miscela di batteri vivi IIR e IIIS uccisi al ca-

lore, i topi morivano.
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Esperimento di Avery, McLeod and
McCarty (1944)

Partono da grandi quanntita di coltura (50-75 |)

Centrifuge 3 Heat-kill Homogenize
- . cells

Recover IS filtrate

1S cells spun to
bottom of tube

S — O ——

IS cells in liquid
culture medium
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ltrate

lipids, and proteins

Extract carbohydrates

IR cells

——-

IS filtrate

Transformation
occurs

IR cells
PR IIS cells

Control:
[lIS contains active factor



Treat with
IR cells
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Treat with
deoxyribonuclease

IR cells
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DNA come materiale genetico: 1’esperimento di
Hersey e Chase (1953)

Figura 2.4
Fotografia al microscopio elettro-

nico e schema del batteriofago T2
(1 nm = 10°m).

Corpo
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Fibre della —
coda




DNA come materiale genetico: I’esperimento
d| Hersey e Chase (1953)

Figura 2.5

Ciclo litico di un fago virulento, come T2.

€) Adsorbimento del fago su
E. coli ed iniezione del

cromosoma fagico

@ Rilascio della progenie in
e Degradazione del cromosoma
batterico da parte di enzimi
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per la produzione delle
componenti strutturali




DNA come materiale genetico: I’esperimento
di Hersey e Chase (1953)

Figura 2.6
L'esperimento  di  Hershey-
Chase. (a) La produzione di fagi
T2 con (1) DNA marcato con **P
oppure con (2) proteine marcate
n S; (b) l'evidenza sperimen-
lale che dimostra che il DNA e il
materiale genetico di T2: (1) il *P
si trova all'interno dei batteri ed &
presente nella progenie fagica, (2)
mentre lo *°S non si trova all'in-
terno dei batteri e viene rilasciato
con le ombre fagiche.

a) Preparazione di batteriofago T2 marcato radioattivamente

Involucro proteico l
| Infettare E. coli l
e far crescere in
—DNA terreno
contenente **P
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Figura 2.9

Le strutture del ribosio e del desossiribosio, gli zuccheri
pentosi dell’RNA e del DNA, rispettivamente. Viene messa
in evidenza la differenza tra i due zuccheri.
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Ribosio Desossiribosio

La struttura delle basi azotate nel
DNA e nell’RNA. | composti proge-
nitori sono la purina (alto) e la piri-
midina (basso). Le differenze tra le
basi sono evidenziate.

La composizione e la strutture di DNA e
RNA
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1E1 " FPBS I Nomenclatura delle basi, dei nucleosidi e dei nucleotidi che costituiscono il DNA e I'RNA

Basi: purine (Pu) Basi: pirimidine (Py)
Adenina (A)  Guanina (G) Citosina (C) Timina (T) Uracile (U)
(solo col (solo col
desossiribosio) ribosio)
DNA Nucleoside: Desossiadeno-  Desossiguanosina  Desossicitidina ~ Timidina (dT)
desossiribosio = sina (dA) (dG) (dC)
+ base
Nucleotide: Acido desossia- Acido desossigua-  Acido desossici- Acido timidilico o ti-
desossiribosio | denilico o de- nilico o desossi- tidilico o desossi- midina monofosfato
+ base + sossiadenosina  guanosina citidina monofo- (TMP)
gruppo fosfato ' monofosfato monofosfato sfato (ACMP)
(dAMP) (dGMP)
RNA Nucleoside: ri- Adenosina (A) Guanosina (G) Citidina (C) Uridina (U)
bosio + base
Nucleotide: ri-  Acido adenilico Acido guanilicoo  Acido citidilico o Acido uridilico
bosio + base + = 0 adenosina guanosina mo- citidina monofo- o uridina mo-
gruppo monofosfato nofosfato (GMP) sfato (CMP) nofosfato

fosfato (AMP) (UMP)




La composizione e la strutture di DNA e
RNA

a) Nucleotidi del DNA e dell'RNA b) Catena polinucleotidica di DNA Figura 2.11
oA A SR ) Estremita 5' La struttura chimica di DNA ed _— _ _g— —
3 Nucleotide del DNA Bags (auening) - RNA. (a) Strutture fondamentali dei .
0 nucleosidi (zucchero pi base) e dei
Gruppo =0= nucleotidi (zucchero piu base piu
e gruppo fosfato) del DNA e del'RNA.
o~ In figura, i gruppi fosfato sono aran-
0= IlD—O—CHz cioni, gli zuccheri rossi e le basi mar-
('5 roni. (b) Un segmento di una catena

polinucleotidica, in questo caso un
singolo filamento di DNA. Le mole-
cole di desossiribosio sono legate me-
diante legami fosfodiesterici tra il

carbonio 39di uno zucchero ed il car-
bonio 59dello zucchero successivo.

Il nucleoside (zucchero + base)
desossiadenosina

fosfo-
diesterico

‘ Legame

desossiadenosina 59monofosfato

Il nucleotide (zucchero + base + gruppo fosfato) ‘

Nucleotide dellRNA :
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fosfato HC ‘NH gl
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Estremita 3'
OH OH

Il nucleoside (zucchero +
base) uridina

uridina 59monofosfato o acido uridilico

Il nucleotide (zucchero + base + gruppo fosfato) ‘




La scoperta della doppia elica del DNA

Studi sulla composizione della basi: Erwin Chargaff

La purine sono uguali alle pirimidine, anzi A=T e G=C

Composizione in basi del DNA proveniente da differenti organismi
Origine del DNA Percentuale delle diverse basi nel DNA Rapporti

A T G C A/T G/C Py/Pu
Escherichia coli 26,0 24,9 25,2 23,9 1,08 0,99 1,04
| Lievito 31,7 18,3 17,4 32,6 0,97 1,05 1,00
Bue 29,0 21,2 21,2 28,7 1,01 1,00 1,01
Maiale 29,8 20,7 20,7 29,1 0.92 1,00 1,01
Uomo 30,4 19,9 19,9 30,1 1,01 1,00 1,01

Mais 25,6 25,3 24,5 24,6 1,01 1,00 1,04



La scoperta della doppia elica del DNA

Studi di diffrazione dei raggi X: Rosalind Franklin e Maurice
Wilkins

Il DNA ha una struttura ad elica e presenta due periodicita
distinte s1 0,34 nm ¢ 3,4 nm lungo 1’asse della molecola



|_a scoperta della doppia elica del DNA

Figura 2.13

Analisi del DNA mediante diffrazione dei raggi X. (a) Rosalind Franklin e Maurice H. F.
Wilkins (fotografato nel 1962, quando ricevette il Premio Nobel insieme a Watson e Crick).
(b) Lo schema di diffrazione dei raggi X del DNA che Watson e Crick utilizzarono per svi-
luppare il loro modello a doppia elica. Le aree scure che formano una figura ad X al centro
della fotografia indicano la natura ad elica del DNA. Le mezzelune scure in alto ed in basso
nella fotografia indicano la distanza di 0,34 nm tra le coppie di basi.
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igura 2.

James Watson (sinistra) e Francis Crick (destra) nel 1993
per la celebrazione del quarantesimo anniversario della

scoperta della struttura del DNA e nel 1953 con il mo-
dello della struttura del DNA.

Figura 2.14

Struttura molecolare del DNA. (a) Mo-
dello spaziale tridimensionale del DNA
come preparato da Watson e Crick. (b)

Rappresentazione stilizzata della doppia
elica del DNA.

La scoperta della doppia elica del DNA

a) Modello molecolare b) Diagramma schematico

Asse dell’elica

Solco minore

Solco maggiore

~ X A=T
w oy ! U
’ #oppie di basil
Coppie di basi
\ ppRd / Ossature

Ossature



La scoperta della doppia elica del DNA
1. La molecola di DNA consiste di due catene polinucleotidiche
avvolte I’una intorno all’altra in una doppia elica destrorsa.

L2

Le due catene sono antiparallele cioe sono orientate in direzioni
opposte (5°-3" e 3°-5’).

Gli scheletri fosfato sono esterni mentre le basi azotate sono
orientate verso 1’asse centrale.

o

2ty

Le basi dei filamenti opposti sono unite tra loro da legami
iIdrogeno e sono possibili solo due coppie A-T e C-G.

e

Le coppie di basi sono distanziate di 0,34 nm e un giro
completo dell’elica richiede 3,4 nm (10 coppie per giro).




La scoperta della doppia elica del DNA

Figura 2.15
Struttura delle coppie complementari delle basi del DNA.
1 : ) . ) ; - In entrambi i casi una purina si appaia con una pirimidina.
—f+—— - ———-f—— ——f—— — 80— —— 80— — — —80—— — - (3)]¢basiadeninae timina, che si appaiano mediante due le-
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possono essere sempre alla stessa N L =
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[’ organizzazione del DNA ne1 cromosomi

Il DNA di una cellula e organizzato in strutture fisiche
chiamate cromosomi.

Il cromosoma, o I’1insiteme di cromosomi, che contiene tutto
Il DNA posseduto da un organismo viene chiamato
genoma.




Cromosoml V|raI|

T-pari: singolo cromosoma lineare a doppio filamento

®X174= singolo cromosoma circolare a singolo filamento

A= singolo cromosoma lineare (incapsidato) e circolare (durante
I’infezione) a doppio filamento

Figura 2.20

La struttura del cromosoma di A varia secondo gli stadi dell'infezione litica di E. coli.
Parti del cromosoma di A che mostrano la sequenza nucleotidica delle due estremita a singola
elica complementari (“coesive”) e il cromosoma divenuto circolare dopo l'infezione me-
diante appaiamento delle estremita, con saldatura delle interruzioni a singola elica e forma- Sequenza cos

zione di un cerchio covalentemente chiuso. /—L
\\
¢GGCg
Interruzmne G° GCCGCrOO \

5 GGGCGGCGACCTCGCGGGT GTTACG 3’ é’o @ Ao\
3’'GCGCCCA CAATGCCCCGCCGCTGGAYS’ & o v oo\
= : < Interruzione oo) )
L'infezione r< 2}
/ della cellula ospite \ ©° Saf |
/ determina 2 /
Estremita complementari a singola elica la circolarizzazione Vv

del cromosoma

Le interruzioni sono
saldate dalla DNA ligasi




Cromosomi procarioti

| Contengono generalmente un singolo cromosoma costituito da

| DNA a doppia elica, circolare.

: A volte posseggono dei cromosomi piu piccoli che se non

I essenziale per la vita viene definito plasmidio.

l Le dimensioni sono variabili:

| Borrelia burdogferi = 1 cromosoma lineare (0,91 Mb) e 17 piccoli
| cromosomi lineari e circolari (0,53 Mb).

-| : : .

I Agrobacterium tumefaciens = 1 cromosoma circolare (3 Mb) e un

Methanococcus jannaschii = 3 cromosomi circolari (1,66 Mb, 58
kb e 16 kb)



Cromosomi procarioti

Nei batteri e negli Archea il cromosoma e organizzato nel
nucleoide. Non separato dal resto della cellula da una membrana
(prokarion). Figura 2.21

Cromosoma rilasciato da una cellula lisata di E. coli.

Se si lisa gentilmente una cellula

di E. coli il suo DNA risulta

estremamente compatto. La
lunghezza totale del DNA e

Come tutto questo DNA si
adatta all’interno del nucleoide?




Cromosomi procarioti

Il DNA e superavvolto...

L
( circolare 7(
NNV — g gt g

¢ §
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a) DNA lineare con 20 giri b) S

d)

c) 2 giri svolti in un DNA lineare con 20 giri ‘, / (S" ] - 7(
//\\mo\\o\\ow\\o\\o\\0\\0\\0\\0\\0\\0\\0\\7(0}0\ — ép Sna e g

regione svolta
o §
W S
ARG~
Figura 2.22
Rappresentazione del superavvolgimento del DNA. (a) DNA lineare in
forma B con 20 giri dell'elica (208 paia di basi). (b) DNA circolare rilas- e)
sato prodotto dall'unione delle due estremita della molecola lineare di (a). (-L\f—\’_l m (‘r"\fkl
(c) Molecola lineare di (a) in cui ad un’estremita sono svolti due giri ( ;\_JH 1\(') 2
dell’elica. (d) Possibile molecola di DNA circolare prodotta dall'unione ZL ,_(J“‘L ,_OC’:( ﬁ
delle due estremita della molecola lineare di (c), con 18 giri dell’elica e \'-»\J > o) IW
una corta regione svolta. (¢) DNA superavvolto con 20 giri dell’elica e due
giri di superelica, che rappresenta la forma di (d) energeticamente piu fa- Dgi‘:‘i (s’:ﬁgi:\ggg’g;?ind?o
vorevole. superelica




Cromosomi procarioti

L’entita e 1l tipo di superavvolgimento del DNA sono determinati
dalle topoisomerasi.

Oltre al superavvolgimento esiste anche un’organizzazione in
domini ad ansa. .
igura 2.24

Figura 2.23 Modello della struttura di un cromosoma batterico. Il cro-

Fotografie al microscopio elettronico di una molecola di  550ma € organizzato in domini ad ansa, le cui basi sono an-
DNA circolare che illustrano gli stati rilassato e superav-

volto. (a) DNA rilassato (non superavvolto). (b) DNA supe- corate secondo una modalita sconosciuta.

ravvolto. Entrambe le molecole sono mostrate allo stesso in-
grandimento.

-
ff
/

Ansa di DNA
di circa 40 kb

Le anse sono

attaccate alla base
secondo

una modalita
sconosciuta




Cromosomi eucarioti

La magglor parte degll eucarlotl presenta un genoma d|p|0|de

La quantita totale di DNA del genoma aploide di una specie e
definito come il valore C.

Non vi e relazione tra il valore C e la complessita di un
organismo (paradosso del valore C).

Ogni cromosoma eucariote e costituito da una molecola di DNA a
| doppia elica lineare complessata con una quantita in peso circa
doppia di proteine.

Il complesso DNA-proteine si definisce cromatina.



IELT EWES Conterwrto di DNA aploide, o valore C, in alcune

specie
Specie Valore C (bp)
Virus e fagi
A (batteriofago) 48.502°
T4 (batteriofago) 168.900
Virus della leucemia felina (virus del gatto) 8448°
Virus della scimmia (SV40) 5243¢
Virus dell'immunodeficienza umana-1 9750
(HIV-1, agente eziologico dell’AIDS)
Virus del morbillo (virus dell'uomo) 15.894
Batteri
Bacillus subtilis 4.214.814“
Borrelia burgdorferi 910.724°
(spirocheta della malattia di Lyme)
Escherichia coli 4.639.221¢
Helicobacter pylori 1.667.867¢
(batterio che causa 'ulcera gastrica)
Neisseria meningitis 2272351
Archei
Methanococcus jannaschii 1.664.970°
Fucarioti
Saccharomyces cerevisiae 13.105.020¢
(lievito gemmante; lievito di birra)
Schizosaccharomyces pombe (lievito) 14.000.000

36.000.000.000
5.000.000.000
290.000.000.000

Lilium formosanum (giglio)

Zea mays (mais, granoturco)

Amoeba proteus (ameba)

Drosophila melanogaster
(moscerino della frutta)

Caenorhabditis elegans (nematode)

Danio rerio (zebrafish)

Xenopus laevis (rospo Africano)

Mus musculus (topo)

Rattus rattus (ratto)

Canis familiaris (cane)

Equus caballus (cavallo)

Homo sapiens (uomo)

180.000.000
97.000.000
1.900.000.000
3.100.000.000
3.454.200.000
3.093.900.000
3.355.500.000
3.311.000.000
3.400.000.000

“Questi valori C sono derivati dalla sequenza completa del ge-
noma; tutti gli altri sono stime basate su altre misurazioni.




Struttura della cromatina

Esistono due tipi di proteine associate al DNA: istoniche e non-
Istoniche.

: La quantita e proporzione degli istoni rispetto al DNA sono

l costanti in tutti gli organismi.

| Gli 1ston1 sono estremamente conservati durante I’evoluzione.

Gli istoni svolgono un ruolo fondamentale
nell’impacchettamento della cromatina.

Il primo livello di impacchettamento e il nucleosoma:



Struttura della cromatina:
nucleosoma

Figura 2.25 o
Possibile struttura del nucleosoma.

In un modello di nucleosoma un corto
segmento di DNA e avvolto attorno a
2 molecole per ciascuno del 4 istoni:

H2B

Gli istoni del nucleo sono capaci di autoaggregarsi in un
ottamero.

I1 DNA compie attorno a questa “tortina” un giro € tre/quarti, il
che comporta un compattamento di un fattore 7




| singoli nucleosomi sono connessi
tra di loro da un frammento di

nm).

Struttura della cromatina:

nucleosoma
| | | | | | Fiz-gura 2.26 | | | | |

a produrre la forma estesa di cromatina “a collana di
perle”.

Forma a \g&_
“collana di 1
perle” della \ 77

cromatina

:
L

I11nm

Figura 2.27
Fotografia al microscopio elettronico di cromatina di-
stesa che mostra i nucleosomi con la morfologia “a col-
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Struttura della cromatina:

nucleofilamenti
Figura 2.28

La fibra di cromatina di 30-nm. (a) Fotografia al microsco-
pio elettronico. (b) Modello d’impacchettamento dei nucleo-
somi nella fibra di cromatina di 30-nm.

a)

Nella cellula questi nucleofilamenti
S| compattono in una struttura
maggiormente densa chiamata
nucleofilamenti a 30 nm.

Il DNA si condensa di un sesto
| rispetto all’organizzazione
recedente




Struttura della cromatina:

Figura 2.29

Modello schematico dell’organizzazione della fibra di 30-
nm in domini ad ansa, ancorati ad un'impal catura di pro-
teine non-istoniche.

Il livello successivo di Impaccamento  ruscomss —— oonnossanse

di 30-nm e

implica la formazione di domini ad ansa.x

Impalcatura di proteine non-istoniche

| all’interno della membrana nucleare i

Fotografia al microscopio elettronico di un cromosoma

I Ch iamata m atr i Ce n UC I eare : metafasico privato degli istoni. Il cromosoma mantiene la

sua morfologia generale attraverso un’impalcatura di proteine
non-istoniche, da cui sporgono le anse di DNA.

Le sequenze di DNA associate alle giatia
{ proteine nella matrice sono chiamate pIE i S L G R

Importante anche per la trascrizione
genica.




Figura 2.31

Rappresentazione schematica dei diversi ordini di impac-
chettamento della cromatina, alla base del cromosoma
metafasico altamente condensato.

elica

DNAadoppia QNN | 2 nm

Forma

della cromatina
a "collana

di perle”

Nucleosomi
impacchettati
nella fibra

di cromatina

Sezione distesa
diun
cromosoma

Sezione
condensata di
un cromosoma

Cromosoma

metafasico 1400 nm



Eucromatina ed eterocromatina

Eucromatina: rappresenta i cromosomi e le regioni
cromosomiche che manifestano la normale alternanza di
condensazione decondensazione durante il ciclo cellulare. La
maggior parte del genoma di una cellula attiva e eucromatina.
| geni sono espressi e ¢l sono poche sequenze ripetute.

Eterocromatina: regioni che rimangono condensate anche in
Interfase. Puo essere costitutiva se e presente nella stessa
posizione del cromosoma in tutte le cellule (centromerti).
Oppure puo essere facoltativa se varia di condensazione nei
tipi cellulari, in diversi stadi di sviluppo. (corpo di Barr).



DNA centromerico e telomerico

Due regioni specializzate dei cromosomi:

Centromero punto di attacco delle fibre mitotiche. Descritto
molto bene in lievito S. cerevisiae.

Hanno una organizzazione simile ma non sono sequenze
Identiche. Suddivisi in tre domini (CDE): CDE I= 8 bp, CDE II=
dominio maggiormente esteso 90% AT, CDE |11 26 bp

Figura 2.32
Sequenza consenso dei centromeri del lievito Saccharomyces cerevisiae. R = purina. Le coppie di basi presenti in 15 su 16
dei 16 centromeri sono altamente conservate e sono indicate con caratteri maiuscoli. Le coppie di basi presentiin 10-13 dei 16

centromeri sono conservate e sono indicate con caratteri minuscoli. Le posizioni non conservate sono indicate da trattini.

RTCACRTG =78-86

8 bp—»
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DNA centromerlco e telomerlco

I telomerl possono essere SUddIVISI In due t|p|

Sequenze telomeriche semplici sono
la componente essenziale del
telomeri, garantiscono la stabilita.
Sequenze semplici ripetute in
tandem. Il DNA e a singolo
filamento e si avvolge a formare un
loop che stabilizza e protegge |
cromosomi.

Sequenze associate al telomeri
DNA ripetuto anche per migliaia di
bp dal significato sconosciuto

Figura 2.34

Telomeri. (a) Sequenze telomeriche semplici all’estremita
dei cromosomi di Tetrahymena. (b) Modello di struttura del
telomero in cui il DNA telomerico si avvolge all'indietro a for-

mare un’'ansa (t-loop). L'estremita a singolo filamento s'insi-
nua tra le sequenze telomeriche a doppio filamento formando
un cosiddetto displacement loop (D-loop).

a) Sequenze telomeriche semplici di Tetrahymena

T TGGGGTTGGGGITTGGGG-OH 3

= = = o S Y P
~.._____AACCCC

b) Modello a t-loop per i telomeri




DNA a seqguenze uniche

Il DNA genomico si divide quindi in sequenze uniche (presenti
In singola o poche copie); DNA moderatamente ripetuto
(presente fino a 10° copie); DNA altamente ripetuto (presente

fino a 107 copie).
sequenze uniche

Sono le sequenze che compongono I geni, le sequenze regolatrici
¢ nell’uomo corrispondono a circa 1l 65% del genoma.




DNA a sequenze ripetute

DNA a sequenze ripetute: possono essere sparse e a tandem.

SINE “corte sequenze ripetute sparse” dalla dimensione variabile
tra le 100 e 500 bp. La famiglia Alu 9*10° ripetizioni da 200-300




