Nucleotidi

Acidi nucleici



Basi
NH;
N
Purine <? | SN
o M,
W
H
Adenina (A)
H
Pirimidine J\lz H. 9
SI SN . | 3NH
1
6 O 1 {}
I |
H H
Citosina (C) Timina (T)
(DNA)
Zuccheri

OH H

2'-deossiribosio
(DNA)

Uracile (U)
(RNA)

OH OH

Ribosio
(RNA)

Phosphate ~O— IlTﬁ

Costituenti dei nucleotidi

base + zucchero + fosfato

Purine or
pyrimidine
base
(I) .

| Pentose

Fosfato




Nucleotid

Legame fosfoestere

2'-deossiribosio

o
|

-0— P — OCH,
| H
e

HO H

nucleotide (dAMP)




ucleosidi e Nucleoti

: Figura 2.2 | nucleotidi possono
portare il gruppo fosfato in posi-
zione 5'o0 3'.
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Figura 2.3 Nomenclatura
dei fosfati in un nucleosi-
de trifosfato. Il fosfato in :
ﬁ ﬁ posizione o & quello che :
1 forma lo scheletro degli aci- :
O_P_"O_P_O_CHQ di nucleici.
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OH OH
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Figura 2.4 Struttura dei desossiribonucleosidi. La presenza del 2-desossiribosio ¢ indicata

da una “d" che precede la notazione a una lettera. Nota che il termine timidina (T) spesso &

utilizzato indifferentemente al posto di desossitimidina (dT).
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Figura 2.3 Struttura dei ribonucleosidi. Sono
mostrate le abbreviazioni a una letrera di ciascun
composto. Le stesse abbreviazioni sono utilizzate an-
che per indicare le relative basi e 1 corrispondenti nu-
cleotidi nonché, in certi casi, 1 desossiribonucleosidi.
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— Ruolo biologico dei nucleotidi

Ruolo energetico

Partecipazione a reazioni enzimatiche
(reazioni accoppiate)

Componenti di cofattori enzimatici

Molecole segnale
(secondi messaggeri, molecole regolatrici)

Componenti base degli acidi nucleici
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Ruolo Energetico

I legami fosfoestere e fosfoanidridici nell’ ATP
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| legami fosfoanidridici conservano un considerevole quantitativo
di energia libera
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omponenti di alcu

0
e

‘ ) ” Nicotinamide

Molto coenzimi
. N
contengono una OH OH CH,
. [ :
porzione Y

|
("H( H

Riboflavin

nucleotidica D=P—C = CHOH

|
OH OH

Nicotinamide adenine dinucleotide (NADY)

OH OH

[ HCH
0O OHCH,
A Flavin adenine dinucleotide (FAD)

|
| &

p-Mercaptoothylamine Pantothenic acid

3'-Phosphoadenosine diphosphate
(3'-P-ADP)
Coenzyme A




/

~ Nucleotidi secondi messagger
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Guanosine 3',6'-cyclic monophosphate
(eyclic GMP; cGMP)

| secondi messaggeri sono molecole segnale prodotte in risposta a
determinati stimoli e in grado di attivare vie specifiche



Nucleotidi molecole segnale

Proteine G
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trasduzione segnali cellulari
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Composizione e struttura
chimica del DNA



P 'acido nucleico

Scoperto nel 1869 da Miescher

Trovato come un precipitato che si forma
guando estratti nuclari sono stati trattati
con acido.

Friedrich Miescher

Composto da C, N, O, e un alto contenuto (1844-1895)

di P

Comunemente presente nei nuclei cellulari
da cui il nome acido nucleico

The laboratory located in the vaults of an old castle
where Miescher isolated nuclein (1879)
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Il DNA e I'informazione genetica

1944 Avery, MaclLeod e McCarty identificano il DNA come
molecola trasportatrice dell'informazione genetica

1953 Watson e Crick propongono la struttura del DNA
1958 Crick propone il dogma centrale della biologia

1990 Inizia lo Human Genome Project (Celera Genomics)
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Figura 1.10 La “bomba
. di Avery”
© Avery e colleghi, a par- Pneumococchi lisci (S)
. tire dai Pneumococchi incapsulati e virulenti
¢ lisci e virulenti, fecero un
: estratto cellulare che era
: in grado di trasformare

il ceppo ruvido. In segui-
* to purificarono tutte le
: componenti dell’estrat-

to, che divisero in tubi

diversi. Solo il DNA era

in grado di trasformare

il ceppo di Pneumococco Preparazione dell’estratto
. ruvido nel ceppo liscio e cellulare totale
. patogeno, dimostrando
. che solo il DNA era il : F H d '|
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La struttura del DNA



- Regole di-Charga

e 1 La composizione in basi del DNA varia da una specie
all’altra

e 2 Le molecole di DNA isolate da tessuti diversi hanno la
stessa composizione in basi

e 3 La composizione del DNA non si modifica con l'eta e lo
stato nutrizionale

e 4 In tutte le molecole di DNA la somma dei residui purinici &  Erwin Chargaff 1940

uguale alla somma dei residui pirimidinici (A+G = T+C) Per primo misuro
accuratamente la

> Composizione in basi del DNA di varie specie. perce ntua |e dei

FONTE A G c T ARG RN quattro nucleotidi
nel DNA

Escherichia coli 26,0 24,9 25,2 239 1,08 0,99 50,1 1,04
Mycobacterium tuberculosis 151 34,9 35,4 14,6 1,03 0,99 70,3 1,00
Lievito Sk 18,3 17.4 32,6 0,97 1,05 35,7 1,00
Bue 29,0 21,2 21,2 28,7 1,01 1,00 42,4 1,01
Maiale 29,8 20,7 20,7 2594 0,92 1,00 41,4 1,01
Uomo 30,4 19,9 19,9 30,1 1,01 1,00 39,8 1,01
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Francis Crick James Watson
(1916 - 2004) (1928 - )

Maurice Wilkins '
3 (1916~ |

Linus Pauling
(1901 - 1994)

Rosalind Franklin
(1920 - 1958)
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Franklin R.E. & Wilkins
Gosling R., 1953 M.H.F., 1956




Figura2.5 Una catena polinu-
cleotidica ha una struttura ripe-
titiva. Essa consiste di una serie
di legami 5'-3' zucchero-fosfato
che formano un’impalcatura dalla
Subunita quale protrudono le basi.

nucleotidica

Scheletro di Base
zucchero-fosfato pirimidinica

Legami
fosfodiesterici
5-3’

Base

Figura 2.6 Schema semplificato A
di una catena polinucleotidica.

Ho —
5
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Figura 2.15 Formazione di legami
a idrogeno tra basi complementari
in un tratto di DNA a doppia elica.
L'interazione tra filamenti polinucleotidi-
¢l & altamente specifica. La complementa-
ritd dipende non solo da fattori geometrici
che permettone il corretto incastro tra
le basi complementari dei due filamenti,
ma anche dalla formazione di specifici
legami a idrogeno tra basi complementari,
Nota l'orientamento antiparallelo dei due
filamenti di un DNA a doppia elica. La
geometria delle eliche non impedirebbe
un allineamento parallelo, ma tale dispo-
sizione non si trova nel DNA.
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1'lavoro di Watson e

Nature, Vol. 171, p.737, April 25, 1953

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

We wish tos uggest a structure for the salt of
deoxyribose nucleic acid (D.N.A.). This structure has
novel features which are of considerable biological
interest.

A structure for nucleic acid has already been
proposed by Pauling and Corey (1). They kind ly made
their manuscript available to us in advance of
publication. Their model consists of three intertwined
chains, with the phosphates near the fibre axis, and the
bases on the outside. In our opiion, this structure is
unsatisfactory for two reasors: (1) We believe that the
material which gives the X-ray diagrams is the salt, not
the free acid. Without the acidic hydrogen atoms it is
not clear what forces would hold the structure together,
especially as the negatively charged phosphates near
the axis will repel each other. (2) Some of the van der
Waals distances appear to be too small.

Another three-chain structure has also been
sugg ested by F raser (in the press). In his model the
phosphates are on the outside and the bases on the
inside, linked together byhyd rogen bonds. This
structure as described is rather ill- defined, and for this
reasonwe shall not comment onit.

We wish to put forward ara dically differ ent
structure for the salt of deoxyribose nucleic acid. This
structure has two helical chains each coiled round the
same axis (see diagram). We have made the usual
chemical assumptions, namely, that each chain consists
of phosphate diester groups joining  §-D-
deoxyribofuranose residues with 3',5' linkages. The two
chains (but not their bases) are related by a dyad
perpendicular to the fibre axis. Both chains follow
right- handed helices, but owing to the dyad the
sequences of the atoms int he two chains run in
opposite directions. Each chain loosely resembles
Furberg's2 model No. 1; that is, the bases are on the
inside of the helix and the phosphates on the outside.
The configuration of the sugar and the atoms near it is
close to Furberg's 'standard configuration', the sugar
being roughly perpendicular to the attached base. There
is a residue on each every 3.4 A. in the z-direction. We
have assumed an angle of 360 between adjacent

“This Rgurc is purely
diagrammatic. The two
ribbons symbolize: the
two phoaphate—sugar
chains, and the haori-
zantal rods the paire of
bases holding the ehains
logether. The vertieal
line marks the fibre axis

residues in the same chain, so that the structure repeats
after 10 residues oneach chain, that is, after 34 A. The
distance of a phosphorus atom from the fibre axis is 10
A. As the phosphates are on the outside, cations have
easy access to them.

The structure is an open one, and its water content
is rather high. At lower water contents we would expect
the bases to tilt so that the structure could become more
compact.

The novel feature of the structure is the manner in
which the two chains are held together by the purine
and pyrimidine bases. The planes of the bases are
perpendicular to the fibre axis. The are joined together
in pairs, a single base from the other chain, so that the
two lie side by side with identical z-co-ordinates. One
of the pair must be a purine and the other a pyrimidine
for bonding to occur. The hydrogen bonds are made as
follows : purine position 1to pyrimidine position 1 ;
purine position 6 to py rimidine position 6.

If it is assumed that the bases only occur in the
structure in the most plausible tautomeric forms (that is,
with the keto rather than the enol configurations) it is
found that only specific pairs of bases can bond

Crick (Natu

together. These pairs are : adenine (purine) with
thymine (pyrimidine), and guanine (purine) with
cytosine (pyrimidine).

In other words, if an adenine forms one member of
a pair, on either chain, then onth ese assumptions the
other member must be thymine ; similarly for guan ine
and cytosine. The sequence of bases ona single chain
does not appear to be restricted in any way. However, if
only specifi ¢ pairs of bases can be formed, it follows
that if the sequence of bases on one chain is given, then
the sequence ont he other chain is automatically
determined.

It has been found experimentally (3,4) that the ratio
of the amount s of adenine to thymine, and the ration of
guanine to cytosine, are always bery close to unity for
deoxyribose nucleic acid.

It is probably impossible to build this structure
with aribose sugar in place of the deoxyribose, as the
extra oxygen atom would make too close a van der
Waals contact. The previously published X-ray data
(5,6) ondeoxyribose nucleic acid are insufficient for a
rigorous test of our structure. So far as we can tell, it is
roughly compatible with the experimental data, but it
must be regarded as unproved until it has been checked
against more exact results. Some of these are given in
the following communications. We were not aware of
the details of the results presented there when we
devised our structure, which rests mainly though not
entirely on published experimental data and

ical argument

It has not escaped our notice that the specific
pairing we have postulated immediately suggests a
possible copying mechanism for the genetic material.

conditions assumed in building it, together with a set of
co-ordinates for the atoms, wil I be published elsewhere.
We are much indebted to Dr. Jerry Donohue for
constant advice and criticism, especially on interatomic
distances. We have also been stimulated by a
knowledge of the general nature of the unpub lished
experimental results and ideas of Dr. M. H. F. Wilkins,
Dr. R.E. Franklin and their co-workers at King's
College, London. One of us (J. D. W.) has been aided
by a fellowship from the National Foundation for
Infantile Paralysis.
J. D. WATSON
F.H. C. CricK

Medical Research Council Unit for the Study of
Molecular Structure of Biological Systems, Cavendish
Laboratory, Cambridge.
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It has not escaped our notice that the specific pairing we have postulated
immediately suggests a possible copying mechanism for the genetic material.




Il modello a doppia elica di Crick e Watson —

/

—suggerisce un meccanismo di replicazione

l S

This flgure i8 purely
diagrammatic. The two
ribbong symhbolize the
two phosphate—sugar
chains, and the horti-
zontal! rods the pairs of
bases holding the chalns
together. 'The vertical
line marka the fibre axis




La struttura fisica del DNA



Figura 2.16 Struttura chimica
della doppia elica del DNA.

N T (@)

<:< Nt H = N* \ }‘
_<

Amaldi, Benedetti, Pesole, Plevani Biologia Molecolare Copyright 2011 CEA Casa Editrice Ambrosiana




- — L'appaiamento delle bas/

implica la formazione di legami idrogeno

Figura 2.17 Posizione delle coppie di H
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A:C incompatibility
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destrorsa sinistrorsa




Legame idrogeno

Base

Impalcatura
zucchero-fosfato

@D Adenina
) Guanina
(D Citosina

D Timina

20 A (2 nm) C nei fosfati della CeN
catena fosfodiesterica  nelle basi

Figura 2.15 Struttura a doppia elica regolare del DNA.
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; ; Figura 2.18 | due solchi
Solco maggiore Solco maggiore della struttura dal ONA, ~
A: accettore di legami idro-
geno; D: donatore di legami
idrogeno; H: idrogeni non
polari; M: gruppi metilici
Si noti la posizione di le-
game delle basi con gli
zuccheri, spostata rispetto
all’asse centrale delle basi
appaiate. Questa posizione
crea un’asimmetria nel-
la molecola generando i
due solchi di dimensioni
diverse.

Il solco maggiore e ricco di
informazioni

Solco minore Solco minore

Il contorno delle basi &
esposto nei solchi del DNA
creando, in particolare nel
solco maggiore, una
superficie di contatto, ricca
di interazioni di van der Waal
cosi come donatori e
accettori di legami idrogeno,
che permette di identificare
la coppia di basi

Solco maggiore Solco maggiore

Solco minore Solco minore
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Tabella 2.3 Energie di impilamento delle coppie di basi.
Tipo di dinuclectide (5'—3")( ) Energia di impilamento (kcal/mole/coppia impilata)

(GC(GO) -14,59
(ACHGT) e
(TCHGA) -9,81

(GGHCG) =369
(GG)-(CC) -8,26
(AT )-(AT) S
(TG)-(CA) ~6,5¢
(AGCT) -6,78
(BAMTT) -5,37
(TA)(TA) =352
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Figura 2.21 Tre :
tipi di variazioni :
nel parallelismo
delle basi: Twist,
Roll, Tilt. Le mo- :
dificazioni avven- :
gono lungo i tre :
assi di simmetria :
della molecola. :

Impilamento delle basi




e

- La struttura del DNA (B)

e || DNA ha una forma ad elica regolare, diametro
20A, passo 34A

e Legamiidrogeno tra le basi

e 'impilamento delle basi e determinato da
interazioni idrofobiche

e Ogni coppia & ruotata di 36°
e Solchi maggiore (22A) e minore (12A)

e Avvolgimento ad elica (elica destrorsa)



DNA forma

C2’'-endo
“Sud”

C3’-endo
“Nord"

Figura 2.6 Conformazioni preferenziali
degli zuccheri pentosi. l.¢ due confor-
mazioni mostrate producono variazioni
nell’'orientamento relativo della base (ri-
spetto allo zucchero) e della distanza tra
i gruppi fosfato (P) 3’ ¢ 5", Queste diffe-
renze finiscono per modificare la confor-
mazione complessiva del complesso della

doppia elica.
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Canonical A DNA Canonical B DNA
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e Tipicain regioni di
DNA riccche in G:C

e G in conformazione

e Cin conformazione
anti- ma con il
nucleotide ruotato




Figura 2.24 Inserimento di un
tratto di DNA Z tra due tratti di
DNA B.

Estrusione adenina —» &

Giunzione B-Z
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Proprieta DNA A DNA B DNA Z-
Senso dirotazione Destrorsa - ——Destrorsa ﬁistrorsa
dell’elica
Diametro dell’elica 22 A 20 A 18 A
Paia di basi per giro 10,9 10 A 12
d’elica
Distanza tra le 2.6 A 3,4 A 3,7 A
coppie di basi
Inclinazione delle 20° 6° 7°
basi rispetto all’'asse
Conformazione del Anti Anti Sin (purine)

legame glicosidico

Anti (pirimidine)

Morfologia generale

Corto e largo

Piu lungo e sottile

Allungato e sottile

Solco maggiore Estremamente Largo e di Appiattito sulla
stretto e molto profondita superficie dell’elica
profondo intermedia
Solco minore Molto largo e poco Stretto e di Estremamente stretto

profondo

profondita media

e molto profondo

Posizione dell’asse
dell’elica

Solco maggiore

Attraverso le

coppie di basi

Solco minore




: Figura 2.22 Tre diver- DNA B
. se possibili strutture
: diDNA:B,AeZ.

Confront{) trale
forme B, A e’
del DNA

3,4 nm
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Strutture del DNA
dipendenti dalla sequenza



Sequenz ripetute

Sequenza ripetuta in modo diretto:

e >,
5'-TTAGCANNNTTAGCA-3
3'-AATCGTNNNAATCGT-5'

Sequenza ripetuta in modo speculare:

1 4 ) ( 4
5" - TTAGCANNNACGATT-3
3'-AATCGTNNNTGCTAA-5'

Sequenza “"palindromica”:

> ’
5’ -TTAGCANNNTGCTAA-3
3’ -AATCGTNN N/(\CGA—I_I_- 5’



http://www.federica.unina.it/mini/img.php?src=../files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-01-32.jpg

(A) Struttura scivolata

Ripetizioni in tandem

(B) Cruciforme

5-
G TAGKERRRE .~ 1. 7. C T C ISR
CATTGGTCTTATAACAGAAGACCA

\/

Ripetizioni invertite

Giunzione
cruciforme
a quattro vie

(C) Tripla elica

RY)n AAGAGG GGAGAA
in rlpet|2|0n| TTCT CC' CCTCTT
speculari




Figura 2.25 DNA a tripla elica.
(A) Sequenza del DNA a tripla
elica. (B) Assemblaggio delle eli-
che tra loro. (C) Struttura degli
accoppiamenti tra le tre eliche. ||
colore corrisponde alla struttura
mostrata in B.

'6 Struttura cristallografica
dl un tratto di DNA triplex.

>
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=
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Interazioni di Hoogsteen
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Figura 2.27 Strutture a quattro
. eliche che si formano in presen-
- zadi quartetti G.
© (A) Struttura chimica del quar-
. tetto G. (B) Varie strutture che si
. possono formare con le combina-
: zioni di tratti di DNA che conten-
: gono G ripetute.

Struttura di un
DNA quadruplex

3'

|
P

5

5 5 5 5

G4-DNA “Basket” tipo “Basket” tipo
intermolecolare G4 DNA G4 DNA
intramolecolare intermolecolare
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PROPRIETA" DEGLI ACIDI NUCLEICI
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Denaturato
(random coil )
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‘Separazi ettroforetica di

frammenti di DNA

frammenti R :
r
di DNA Caricare la miscela

N nel “pozzetto” di un | Framrpenti di
\\\\§ gel di agarosio o : DNA di uguale
K poliacrilamide. | dimensione
/\ formeranno

? ' 5 icell “bande”
Applicare il Parce’s . discrete,

campo evidenziate in

elettrico. Ol\an luce UV per la

presenza nel
gel di un
colorante

fluorescente
| frammenti di DNA migrano che s’intercala

nel gel ad una velocita nella doppia
inversamente proporzionale elica del DNA
alla loro lunghezza. (EtBr).
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TOPOLOGIA DEL DNA
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~——Superavvolgimenti nel DNA

[
/ Ny
L/
— 3 B \(\7 2 e - S o . —4,'/\
S . s
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T ARN i -
\ ;:‘r'; 4 T .
] R & /
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Awolgimento

Se elimino degli avvolgimenti (apro la doppia

elica per separare i due filamenti) introduco dei

superavvolgimenti (solo se il DNA non e libero |
di ruotare = chiuso 22 | superawolgimento



—Superavvolgi

Figura 2.33 Superavvolgimento ne-
gativo del DNA. Superavvolgimenti de-
strorsi (DNA superavvolto negativamen-
te) si formano se il DNA rlassato viene

i i : Le coppie di basi si riformano
parzialmente svolto. Lo svolgimento pud PP

e si genera un

N . superavvolgimento
oppure pud produrre supergwulglrnem . destrorso (negativo) che
ti negativi. Questi ultimi si formano per Un giro Unione : compensa I'aumento
compensare 'aumento di tensione che si dell'elica delle =y di tensione

e estremita
svolio

condurre alla perdita di legami a idrogeno

genera quando si riformano le coppie di
basi interrotre.

Ridisegnato da Darnell, J., Lodish, H., and =
Baltimore, D. Molecular Cell Biology. New

York: Freeman, 1986.

DNA circolare DNA circolare

parzialmente svolto con un
superavvolgimento
destrorso (positivo)

DNA lineare DNA lineare
normale parzialmente svolto

__ /= | Devlin
| Biochimica con aspetti clinici
EdiSES




- _TOPOLOGIA DELDNA

/

Lk=T+W

Il “linking number” (numero di
legame topologico), LKk,
uguale alla somma
del numero di avvolgimenti (T)

e del numero di superavvolgimenti
(W).

Il numMero di legame topologico
linking hnumber (Lk)

Ha due componenti:

Tw (twist)= numero di volte che un
filamento incrocia I'altro (N di giri dell’
elica: N bp/ N di bp per passo
dell'elica). Ha segno + se elica &
destrorsa.

Wr (writhe)= N di volte in cui I'asse
della doppia elica incrocia sé stesso
nello spazio (superavvolgimenti). Se
sinistrorso -, destrorso +.

Lk=Tw + Wr

Lk pug’ cambiare solo 38 & rompono legami covalentl

Il numero di legame di una molecola nlassata & detto LkD.
Una molecola rilassata:

Wr=0 quindi Lk0=Tw
il linking number & un numero intero

Topoisomeri: stessa sequenza ma topologia diversa




Figura 2.36

Relazione tra numero di legame :
e il twist e il writhe di una mole- :
cola di DNA circolare, covalente- :
mente chiusa.

(A) Se si forza il DNA circolare a
cambiare il suo writhe, senza ta-
gliare la doppia elica, per compen-
so cambiera il twist, ma il numero :
di legame sara lo stesso. (B) Il wri- :
the & negativo e quindi il twist &
positivo. (C) Il writhe & positivoe
quindi il twist sara negativo. :

L = numero di legame
T = twist
W = writhe
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Figura 2.35 DNA circolare rilassa- 7 o
to e superavvolto. AN A
s ,,,:}i@f‘:

R

SRS

N RN g e
R e

> el
e

28T

28
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superavvolgimenti plectonemici:
la doppia elica si avvolge su se
stessa formando una “superelica”

proteina che
lega il DNA

superavvolgimenti toroidali:
la doppia elica si avvolge a spirale
su di un supporto cilindrico

Due tipi di superavvolgimenti




= Topoisomerasi

La topologia del DNA influenza molti processi biologici
(replicazione, trascrizione, ricombinazione ecc).

Per modificare la topologia del DNA intervengono appositi
enzimi detti Topoisomerasi

Esistono due classi di topoisomerasi

Tipo | (producono una rottura ransitoria su un solo filamnento
della molecola di DNA permettendo la libera rotazione sull’altro
filamento)

Tipo Il (producono una rottura transitoria su entrambi i
filamenti della molecola di DNA consentendo ad un tratto di
doppia elica di attraversarne un altro)



topoisomerasi |

di classe |

* incrementa Lk di 1
» taglia un solo filamento
* non richiede ATP

i

topoisomerasi
di classe |l

* incrementa Lk di 2
» taglia entrambi i filamenti
* richiede ATP




= Topoisomerasi

N L
taglio di incrocio dei saldatura
1 filamento filamenti e distacco

!
!

e §\

Sfruttano I'energia torsionale del DNA




Superavvolgimento negativo

Topoisomerasi |

Figura 2.43
Struttura cristal- :
S D lografica della to- :

\
- poisomerasi IB. E :
) ‘Nose cone’  possibile distingue-
e re i vari domini e la é)
> posizione del DNA

‘ libero di ruotare. _O_

SR 1 9y § o 5 “ona 3

di ruot:

Attacco O=P

ossidrilico 50 ona 3
; e ‘ i Tirosina

deml 5 ‘ : Tirosina

BN S N————— I T ) ) Topoisomerasi
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Topoisomet

: Figura 2.44 . :
M p Taglio e apertura Passaggio
: Meccanismo @ del taglio del filamento
. della topoi-

. somerasi lA

Risaldatura del
filamento tagliato

Rilascio del DNA

<=
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Cancello
per il DNA

Cancello C

2 ADP, P,

Figura 2.45 Struttura e meccanismo d’azione delle topoisome-
rasi di tipo Il.

(A) Modello del “doppio cancello” (1) L'enzima ha una confor-
mazione aperta pronta ad accettare al suo interno il segmento
T (trasporto), mentre ha gia al suo interno il segmento di DNA G
(cancello). (2) Il legame con ATP genera un cambio di conformazio-
ne e il cancello N si chiude; successivamente l'idrolisi dell’ATP ge-

Cancello
per il DNA

nera un nuovo cambio di conformazione (3), il DNA G viene aperto
e il DNA T passa attraverso (4), provocando l'apertura del secondo
cancello, e viene espulso dall’'enzima.

(B) Struttura tridimensionale dell’enzima con il cancello N e in
basso il cancello del DNA. Sono visibili anche i domini di legame
dell’ATP (ADPNP).

(Per gentile concessione di James Berger, Universita di Berkeley).
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