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DNA synthesis begins at 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. 





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



ARS  sequences - 
autonomously replicating 
sequences are replication 
origins in yeast.

• Tutte le ARS contengono almeno una ARS consensus sequence (ACS) 
di 11 pb, ricca di A e T, seguita da altre regioni di lunghezza variabile, 
DNA unwinding elements (DUE), coinvolte nell’apertura della doppia 
elica.

• Mutazioni nelle ACS aboliscono la funzione della ARS



La perdita di origini di replicazioni (per danni, rotture dei 

cromosomi) e’ tollerabile entro certi limiti; se la perdita diventa 

massiccia, il cromosoma interessato alla delezione viene 

gradualmente perso, probabilmente perche’ e’ duplicato troppo 

lentamente.



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.



The ACS region is the main 

binding site for a large, 

multisubunit initiator protein 

called ORC (origin recognition 

complex).

ORC binds to ACS in an ATP-
dependent manner

ORC behaves as a scaffold for 

for the assembly of other key 

initiation factors for replication.

In yeast, also inactive ARSes 
bind ORC

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4.glossary.4754%235584
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/bv.fcgi?rid=mboc4.glossary.4754%235584


ORC



Origin Recognition Complex 
(ORC)

• Six subunits (Orc1p-6p); 120, 
72, 62, 56, 53, 50 kDa)

• Essential for viability
• Conserved in different species

• Absence of any biochemical 
activity besides origin binding

• ORC binds ARSes during the 
whole cell cycle





Negli eucarioti multicellulari

• esistono da 20.000 a 50.000  origini di replicazione  (ne sono state 
mappate una ventina).



L’eterocromatina 
viene duplicata 
successivamente 
all’eucromatina

- the two X chromosomes contain 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



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.

L’accensione delle origini di 

replicazione non e’ simultanea, 

ma alcune (precoci o early) 

vengono accese prima di altre 

(tardive o late) durante la fase 

S.



Una volta attivate le origini 

non possono ulteriormente 

essere attivate (contengono 

DNA neosintetizzato)

Alcune origini sono 

replicate passivamente 

(per estensione della/e 

bolla/e adiacenti); e non 

verranno quindi attivate 
poiché “contengono” 

DNA neosintetizzato



Origins in most eukaryotes lack 

a consensus ACS motif, but still 

utilize ORC which is known to 

bind nucleosomes. 

ORC binds nucleosomes and 

direct MCM loading within 

nucleosome-free regions (NFRs) 

that lack ARS consensus 

sequences. 



What about the the chromatin-based 
regulatory mechanisms of origin firing?



HISTONES



- ORC1 and nascent DNA strands co-localize with H2A.Z histone variant
- H2A.Z-regulated replication origins have a higher firing efficiency and early 
replication timing compared with other origins. 
- The histone variant H2A.Z epigenetically regulates the licensing and 
activation of early replication origins.
- Nucleosomes containing the histone variant H2A.Z are enriched with histone 
H4 that is dimethylated on its lysine 20 residue this methylation is required 
for ORC1 binding.



La preparazione delle origini alla replicazione avviene 

quando le cellule escono dalla mitosi e proseguono 
nella fase G1 del ciclo cellulare (late M-early G1).

I- The Pre-RC assembly (G1)



Su ogni origine si assembla il 
complesso di pre-replicazione 

(pre-RC), il cui cardine e’ il 
COMPLESSO ORC, gia’ legato 
al DNA. 

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 l’origine e’ 

“licenced” per la replicazione

I- The Pre-RC assembly 
(G1)



cdc-6

CDC6 is an ATP binding protein; CDC6 assembles after ORC in 
an ATP dependent manner and is required for loading MCM 

proteins onto the DNA.



MCM2-7 helicase function arises from its architecture. 

Mcm2-7



Mechanism of action of Mcm2-7

Il complesso elicasico “abbraccia” il 

DNA a doppia elica

I due filamenti sono separati e uno 

dei due è incanalato nello spacio 

centrale del complesso proteico

Successivamente le due elicasi si 

allontanano in direzione opposta, 

creando la bolla di replicazione



I- The Pre-Replication Complex



• Il passaggio da Pre-RC a Pre-IC richiede l’attivita’ chinasica delle CDKs 
(chinasi ciclino-dipendenti).

• Le chinasi ciclinaA-dipendenti (espresse SOLO nel passaggio G1-S) 
fosforilano Cdc6 e Cdt1.

• La forma fosforilata di Cdc6 e Cdt1 sono riconosciute da una Ubiquitina-
ligasi, che procede alla loro poli-ubiquitinazione, con successiva 
degradazione da parte del proteasoma.

II- Attivazione del Pre-RC: il Pre-IC (G1-S)



• L’elicasi Mcm2-7 denatura il 

DNA sull’origine
 
• Vengono sequenzialmente 

caricate le proteine 
implicate nella replicazione: 

la polimerasi alfa con attività 
primasica; le polimerasi 
delta ed epsilon che 

interagendo con la 
PCNA=pinza procedono alla 

replicazione dello stampo.

Il Pre-IC (G1-S)



Come viene assicurato che la replicazione avvenga 

una sola volta/ciclo cellulare?



Il ciclo cellulare è regolato da 
Cicline e Chinasi ciclino-dipendenti (CDKs)



CDK



FASE G1 Bassa/nulla attività 

della CdK



FASE G1

FASE S

Bassa/nulla attività 

della CdK







The molecular model for Geminin activity involves an equilibrium between a heterotrimer 
and a heterohexamer, whose relative abundance is regulated during the cell cycle. The 
heterohexamer represents an inhibitory complex, which prohibits DNA licensing. 

The heterotrimer, where critical Cdt1 residues are exposed to engage in replication 

licensing (by promoting MCM chromatin association) represent a permissive complex that 
allows licensing. 



Come viene assicurato che la replicazione 
avvenga una sola volta/ciclo cellulare?

Durante la fase G2 ed M, 
Cdt1 e’ sequestrato dalla 
proteina GEMININ.

GEMININ

GEMININ



Come viene assicurato che la replicazione 
avvenga una sola volta/ciclo cellulare?

Durante la fase G2 ed M, 
Cdt1 e’ sequestrato dalla 
proteina GEMININ.

GEMININ

A fine M, early G1, Geminin e’ 
degradata, rilasciando Cdt1 che quindi 
puo’ legare ORC insieme a cdc6, 
promuovendo la formazione del Pre-
Replication Complex.
In S, Geminin è nuovamente sintetizzata, 
e lega Cdt1 durante le fasi S e G2, 
impedendo cosi’ che il DNA subisca piu’ 
rounds di replicazione all’interno dello 
stesso ciclo cellulare.
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