AVVERTENZA

Il presente materiale didattico & messo a disposizione degli studenti
per facilitare la comprensione degli argomenti trattati nel corso delle
lezioni e lo studio individuale
Non sostituisce il libro di testo che rappresenta lo strumento
fondamentale per lo studio della Biochimica generale e molecolare

Le immagini utilizzate sono tratte dal libro di testo consigliato
e da quelli da consultare indicati nelle diapositive 6-9 del file
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Gene dell’esochinasi

in RNA complementare

RNA messaggero \/\/\/\

\ traduzione del’RNA

l trascrizione del DNA

in una catena polipeptidica
sui ribosomi

Esochinasi
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ripiegamento della catena
polipeptidica nella struttura
nativa dell’esochinasi
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vecchia 2

vecchia 1



Forcella
di replicazione

A\

Origine

Replicazione Replicazione
bidirezionale

N Cellula batterica



OriC

Disposizione in fila di tre Siti di legame della proteina DnaA,
sequenze di 13 bp; cinque sequenze di 9 bp;
sequenza consenso sequenza Consenso
GATCTNTTNTTTT TT(A/T)TNCACC
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245 coppie di basi

I| DNA dell’ OriC é metilato dalla Dam metilasi che metila I’ N®
dell’ adenina della sequenza palindroma 5" GATC (circa 11)



Fase d’ inizio della replicazione

Alla fase d'inizio della replicazione partecipano
almeno 10 differenti tipi di enzimi

- Posizionamento
DnaA-ATl DnaC-dipendente
_ \B della DnaB elicasi
C

g_ L%—Dna.C-ATP

or1C -

Legame
a.ll’o'righ}e della Denaturazione ((
replicazione DnaA-dipendente % ((
della regione DUE DnaC + ADP + P,

L ~—DUE

* DnaA proteina della famiglia AAA + ATPasi (ATPasi associate a diverse attivita), 8
molecole si legano ai siti R e il DNA si avvolge intorno

» DnaC proteina della famiglia AAA + ATPasi

* DnaB (elicasi)



La replicazione del DNA richiede numerosi enzimi e fattori
proteici (piu di 20) che nell'insieme costituiscono il sistema
della DNA replicasi o REPLISOMA tra cui:

* Elicasi (DnaB): costituente del primosoma, disavvolge il DNA

+ SSB: legano il DNA a filamento singolo

- Topoisomerasi (girasi): elimina i superavvolgimenti

* Primasi (DnaG): costituente del primosoma, sintetizza il primer di RNA
* DNA polimerasi ITI: allunga i nuovi filamenti

- DNA polimerasi I: elimina e sostituisce il primer

* DNA ligasi: sigilla l'interruzione






La replicazione del DNA richiede numerosi enzimi e fattori
proteici (piu di 20) che nell'insieme costituiscono il sistema
della DNA replicasi o REPLISOMA tra cui:

» Elicasi (DnaB): costituente del primosoma, disavvolge il DNA

* Primasi (DnaG): costituente del primosoma, sintetizza il primer di RNA
- Topoisomerasi (girasi): elimina i superavvolgimenti

+ SSB: legano il DNA a filamento singolo

* DNA polimerasi ITI: allunga i huovi filamenti

- DNA polimerasi I: elimina e sostituisce il primer

* DNA ligasi: sigilla l'interruzione



Fase d’ allungamento

Sintesi della catena veloce

Pol ITI (DNA polimerasi III)

—forcella di replicazione 5
3 !
5 ’
a
(a) e
5 ’
Dral ¥
DNA topoisomerasi 1T elicasi B
(DNA girasi) Primer di RNA
dal precedente
frammento
di Okazaki
(b)
Sintesi della catena lenta
(DNA polimerasi III)
Primosoma
(c)
I

(d)




3’ Catena

5’ veloce
Direzione del movimento 3’
della forcella di replicazione
5’
Frammenti :
di Okazaki = g5/
3/ Catena

5/ lenta

5/
3'



La replicazione del DNA richiede numerosi enzimi e fattori
proteici (piu di 20) che nell'insieme costituiscono il sistema
della DNA replicasi o REPLISOMA tra cui:

» Elicasi (DnaB): costituente del primosoma, disavvolge il DNA
+ SSB: legano il DNA a filamento singolo
- Topoisomerasi (girasi): elimina i superavvolgimenti

* Primasi (DnaG): costituente del primosoma, sintetizza il primer (10-60
ribonucleotidi) di RNA

*DNA polimerasi ITI: allunga i huovi filamenti
- DNA polimerasi I: elimina e sostituisce il primer

* DNA ligasi: sigilla l'interruzione



DNA Polimerasi di E. Coli

I II III
Attivita polimerasica Si Si Si
Attivita 3— 5’ esonucleasica  Si Si Si
(proofreading)
Attivita 5— 3’ esonucleasica  Si No No
Velocita di polimerizzazione 16-20 40 250-1000
(nucleotidi/s)
Processivita (nucleotidi aggiunti  3-200 1500 > 500 000

prima della dissociazione)



(ANMP), + dNITP
DNA

5!

Catena nascente
di DNA

Catena stampo
di DN%‘;

Deossiribosio

- (dNMP), .., + PPi

DNA allungato di
un nucleotide
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e ¢

>C0C0H

OH

5!



(a) Sintesi del DNA

Filamento
in fase
di allungamento  Filamento
(primer) stampo
DNA polimerasi o 3
,—-"/"
/'/’.
/ ~~~~~
o7 N o 1y
o N o
Asp—o Asp—(g W o
0. 0 /b _|
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dNTP
“*:()—P: O
N\ \

B entrante
\\\\ (I)
v"’4 10_P= O
/ | ¥
P -0
dNTP
(b) /" Pol1
Catena primer

~.__entrante

dopo che si & formato il legame fosfodiestereo
la polimerasi scivola in avanti sulla molecola di
DNA e la nuova coppia formata € posizionata
~ sul sito di post-inserzione
Inserzione 5' GAATCGT

3 CTTAGC

5 GAATCGT
Filamento stampo 3' CTTAGC

CAAT 5'
Sito”

Sito
di post-inserzione

CAAT 5’ 3
di inserzione

Traslocazione 5' GAAT CG T
CTTAGCA
Sito

Sito”
di inserzione

di post-inserzione



Tasca che assomiglia al palmo di una mano
5

/ Sito
di inserzione

di post-inserzione




(a) Coppie di basi corrette (b) Coppie di basi non corrette

Forma del sito attivo

=\
La DNA polimeras/ <
ha un sito attivo

nel quale entrano
coppie di basi con PNEAN
una certa ‘
geometria molto
simile per le 2
coppie




GUANINA

: oM
|
NIL A — )Y N
I N T« f“
N kaN<H N kaN<H
| H | H
TIMINA

H;kaNf,'{ _P"L,C I \N

Lattame Lattime

ADENINA

Uracile
OH OH

HN N7 ‘
04L\g: 4i\ O/L*N

Lattame

Lattime Doppio Lattime

Talvolta gli errori
si verificano
quando le basi
azotate si
presentano per
breve tempo in una
forma tautomerica
insolita



Attivita 3'— 5’ esonucleasica

o La polimerasi appaia
erroneamente dC

(proofreading) della DNA polimerasi I con dT.

La DNA polimerasi inserisce
un nucleotide sbagliato ogni
104-10° nucleotidi inseriti
ma il processo di
proofreading migliora la
precisone della reazione di
polimerizzazione di un
fattore di 102-103

Sito 9 La polimerasi riposiziona
esonucleasico Pestremita 3’ appaiata
_—>» erroneamente nel sito
esonucleasico 3'—5".

5 GAATCCTIGNe 3

3’ CTTAGGACHMGACGACTAS \ Sito
—esonucleasico
5" GAATCCTGE)

Sito di Sito di "CTTAGGACTGACGACTAS

post-inserzione  inserzione

.

e L’esonucleasi
. idrolizza il dC
Sito non appaiato.

esonucleasico dcMP
5 GAATCCTGL)
3’ CTTAGGACTGACGACTA

¢

Sito
esonucleasico

Destremita 3 si
riposiziona nel sito
della polimerasi.

5 GAATCCTN
3 CTTAGGAGGACGACTA 5

e La polimerasi incorpora il

nucleotide corretto dA.
dATP

5 GAATCCTGRA
3 CTTAGGAGGACGACTA S



DNA polimerasi TIT

DNA polimerasi IIT* ¢ formata da
16 subunita di cui 8 diverse

(a) Nucleo di Pol 111 pa— Nucleo
“ 0. Attivita di polimerizzazione
Pinza scorrevole 3 e Attivita di proofreading

. Pinza

. ‘ scorrevole [3 0
Nucleo di Pol II1

+ subunita p —> DNA polimerasi IIT

Caricatore

$ Pinza scorrevole 3
della pinza

Complesso caricatore della pinza
detto anche complesso y: ©,00°

x e 1 si legano a questo complesso



Pinza circolare che circonda il DNA

(a) Nucleo di Pol IIT

Pinza scorrevole 3 Pinza

scorrevole B

Nucleo di Pol IIT

\

Nucleo di Pol IIT

Caricatore

dieils pitiza Pinza scorrevole B



La DnaB elicasi separa la doppia elica e si sposta nella direzione
dell'apertura della forcella muovendosi lungo la catena lenta

La sintesi sulla catena
, veloce procede senza
3 Interruzioni, man
5 mano che il DNA si
™\ Catena disavvolge tramite la
veloce  DnaB elicasi.

Complesso per il caricamento
-\ della pinza, con la pinza

scorrevole 3 aperta

(a)

3,
DnaB Catena lenta

L 5
> Primer di RNA

di un frammento

di Okazaki precedente

La catena stampo della catena lenta forma un'ansa
in modo che la sintesi del DNA proceda
coordinatamente su entrambe le catene in direzione
5'>3', nella stessa direzione dell'apertura della
forcella



Primasi w

(b) 5

La sintesi del
frammento di
Okazaki ¢ ormai
completa.

La DnaG Primasi si —
associa temporaneamente
alla DnaB elicasi, i e
sintetizza un corto di RNA
primer di RNA e poi si >
dissocia

La primasi si lega
alla proteina DnaB,
sintetizza un nuovo
primer e si dissocia.

Nuovo




Una nuova pinza
scorrevole viene
posizionata vicino al
primer di RNA dal
complesso caricatore
della pinza della DNA

polimerasi ITT \w

Una nuova pinza [3 si aggancia
al nuovo primer tramite il
caricatore della pinza.

aw

Sulla catena lenta
viene completata
la sintesi di un
nuovo frammento

51’ di Okazaki.




Le subunita del

nucleo della catena
lenta vengono
trasferite al nuovo
primer e alla sua pinza
, B. La vecchia pinza 3
viene scartata.

Pinza (3 scartata

a

Arresto della sintesi del
nuovo frammento, il
hucleo della DNA
polimerasi rilascia la
pinza f e si associa alla
nuova pinza e al nuovo
primer



La pinza [3 successiva
diventa disponibile
quando inizia la sintesi
del frammento di

Okazaki.
5

intesi del nuovo
frammento



La DnaB elicasi separa la doppia elica e si sposta nella direzione
dell'apertura,della forcella muovendosi lungo la catena lenta

La sintesi sulla catena
(a) veloce procede senza
Nucleo 3 interruzioni, man
5 mano che il DNA si
™\ Catena disavvolge tramite la
veloce DnaB elicasi.

Complesso per il caricamento
-\ della pinza, con la pinza

scorrevole 3 aperta

3,
DnaB Catena lenta

L 5
> Primer di RNA

di un frammento

di Okazaki precedente

La catena stampo della catena lenta forma un'ansa
in modo che la sintesi del DNA proceda
coordinatamente su entrambe le catene in direzione
5'>3', nella stessa direzione dell'apertura della
forcella



Caricatore della pinza della DNA polimerasi IIT

Complesso caricatore della pinza detto complesso Y: T;00 & una
AAA + ATPasi

\Caricatore della pinza

ATP

3'm

ADP

09’ e le estremita amminoterminali di t; legano 3 molecole di ATP



Fase d’ allungamento

Sintesi della catena veloce
Pol IIT (DNA polimerasi III)

—forcella di replicazione

5’
3/

5
3’

DnaB

DNA topoisomerasi IT elicasi \_SéB_/

(Regies) Primer di RNA
dal precedente
frammento
di Okazaki

(b)
Primasi P.rimer Sintesi della catena lenta
di RNA (DNA polimerasi III)
(c)
I
(d)

Due frammenti di Okazaki
sono sintetizzati me—&b
contemporaneamenti




DNA polimerasi T

Frammento di Klenow: attivita di polimerizzazione e proofreading

Attivita B'> 3' esonucleasica

Esomic’lea:} Esonucleasi N
3 —I 5'—s3’ J

5’
E Pol I /
—
5 \
3’ Acido nucleico
/ f \ che deve essere rimosso

Interruzione
Sito Sito

. di poe dl, Vengono rilasciati NMP o dNMP
Inserzione inserzione

Vengono 3
aggiunti i ANTP

e viene rilasciato
il PP; O
-

ot

Movimento della Pol I

dNTP

NMP o dNMP, PP,

O!‘



DNA polimerasi T

3!

5!

e
I\

IKIIIII
I T T

o R A T
I

DNA polimerasi

dNMPs

Filamento di
DNA stampo

o 5 dNTPs
rNMPs (
(PPi)n
v
| |

M G T T 7T
S L1 SERSIRSE )
D siI
DNA polimerasi I
Nick
v ¥
OH
\ p 3/
S T PR e
R I S

Nick translation




3/

; Catena
5 veloce
Direzione del movimento 3!
della forcella di replicazione
5!
Frammenti 4
di Okazaki = 53
3/ Catena
5 lenta

Sulla catena lenta
viene completata
la sintesi di un
nuovo frammento

di Okazaki.

Nick translation

Nick
OH
5! \P RNA 31
E 42 D 15 B Eiecdonrd S 4 58 S8 2F k3 )

5/ 3'llllllllllllllllll 5’
3 Filamento di
DNA stampo
5’ }I'I]l S S R P 3’
1\ | T B el Tl R Y Y N N I I | 5’

ONA polimerasi L
e
115,




La replicazione del DNA richiede numerosi enzimi e fattori
proteici (piu di 20) che nell'insieme costituiscono il sistema
della DNA replicasi o REPLISOMA tra cui:

» Elicasi (DnaB): costituente del primosoma, disavvolge il DNA

+ SSB: legano il DNA a filamento singolo

- Topoisomerasi (girasi): elimina i superavvolgimenti

* Primasi (DnaG): costituente del primosoma, sintetizza il primer di RNA
* DNA polimerasi ITI: allunga i nuovi filamenti

- DNA polimerasi I: elimina e sostituisce il primer

* DNA ligasi: sigilla l'interruzione



Catena lenta
3’ 3’ 5I
5' _;5,_— 3

Nick

rNMPs

ANTPs DNA polimerasi I

3 !
—
5 !
ATP (or NADY)

" DNA ligasi
AMP +PP, (or NMN)



bas

5’

(NMN)
PP;
base (NAD?) +
TP

i\

DNA ligasi

bas

O

2 Q ase
%g\
o/ 0
O\\.



NMN

AMP

O
////,;:\\\ > /\
’ } NI‘IZ
‘\\\\\}I;\I//-
O——CH, O
H H
O0=P—0O g\ H
— \
OH OH
0 NH,
0—P—0 </N | SN
N~
O——CH, O
H H




DNA ligasi

|
R-y0O-—,P—0— Ribosio —| Adenina
TP O [ Ribosio | Adeni
@ Adenililazione O

della DNA ligasi ) A _
AMP derlvante da ATP (R = PP;)
oNAD" (R = NMN)

\ PP; (da ATP)

oppure

NMN (da NAD ")
1
[l rilascio di AMP sigilla 'interruzione
9 fIT*O* Ribosio | Adenina @ &
- O B ? |
Enzima-AMP O—P 0O Ribosio — Adenina

| _
(2) Attivazione NH3 v AMP
del fosfato in 5’
nell'interruzione
5

' ‘ DNA ligasi [
O P ! mi 0 )0 o 0-p0
P —
0" O 0 Q;P(r 0
Interruzione del DNA .\\P' DNA sigillato

0 (O — Ribosio 1 Adenina




Forcella
di replicazione

A\

Origine

Replicazione Replicazione
bidirezionale

N Cellula batterica



Terminazione

Origine

Forcella di replicazione | Forcella di replicazione
in senso antiorario / \ in senso orario

«

/KT 23
TerB TerC TerA

Trappola Trappola
per la forcella per la forcella
di replicazione di replicazione
In senso orario in senso antiorario

Le sequenze Ter sono sequenze di 20 coppie di basi, sito di
legame per le proteine Tus ed il complesso Tus-Ter arresta
la forcella di replicazione solo in una direzione



Forcella
iN Senso
orario

Forcella
IN Senso
antiorario

Catenani

Cromosomi
concatenati ) ) )
Taglia due catena di una doppia
omoeomere v elica di DNA e permette all'altra
doppia elica di passare attraverso

l'interruzione

Cromosomi
separati



La replicazione del DNA negli eucarioti é simile
ma piu complessa

differisce per:

Quantita di DNA da replicare, origini multiple (circa 30.000, ogni cromosoma diverse

centinaia)

Numero di proteine richieste (piu di 27)

Tipi di DNA polimerasi (13 tipi detti: pol a, §, €...) tra cui le pit importanti sono:

Pol o ha attivita DNA polimerasi/primasi e non ha attivita esonucleasica 3'>5'

Pol § sintetizza il filamento lento, ha attivita esonucleasica 3'->5' ed alta processivitc
Pol B interviene nei processi di riparzione

Pol ¢ sintetizza il filamento veloce, ha attivitd esonucleasica 3'>5' ed ha la pit alta
processivita

Pol y presente nei mitocondri



