
LA replicazione del DNA

•È un fenomeno fondamentale della 
biologia

•Watson & Crick: nasce l’idea

•Meselson & Stahl e la replicazione 
semiconservativa

•Cairns e le forche replicative



Watson & Crick: nasce l’idea



Visualizzazione della forca replicativa



Dimostrazione della bidirezionalità



Il nucleoide batterico e la sua struttura



IDENTIFICAZIONE DEI FATTORI 
COINVOLTI NELLA REPLICAZIONE DEL 

DNA

APPROCCIO GENETICO

Selezione di mutanti condizionali letali per i geni 
coinvolti nella replicazione del DNA:

•Screening di collezione di mutanti incapaci di 
incorporare H3 a temperature non permissive

•Selezione di cloni insensibili all’infezione di alcuni fagi a 
temperature non permissive

•Selezione di cloni resistenti a mutageni a dosi letali a 
temperature non permissive





IDENTIFICAZIONE DEI FATTORI 
COINVOLTI NELLA REPLICAZIONE DEL 

DNA

APPROCCIO BIOCHIMICO-FISIOLOGICO

Selezione di frazioni proteiche e proteine in grado di 
complementare , in vitro, la mancanza di fattori essenziali 

alla replicazione del DNA:

•Disco di Cellophane di Bonhoeffer

•Sistema in vitro di Kornberg



INDIVIDUAZIONE DELL’ORIGINE DI 
REPLICAZIONE

L’ORIGINE DI REPLICAZIONE oriC (nel caso di E.coli) è 
stata ottenuta mediante:

• Analisi di delezione  (la regione responsabile della replicazione 
non può essere deleta)

•Analisi dei geni localizzati nei pressi dell’ipotetica origine  di 
replicazione (sono maggiormente espressi perché presenti in 
numero di copie maggiore)

•Clonaggio della regione di inizio della replicazione in un 
plasmide privo di proprio replicone (solo in questo modo sarà 
stabilmente mantenuto in una cellula batterica)





ORGANIZAZIONE DEL locus oriC

La regione oriC è ristretta a 245 bp. Essa contiene una 
regione ricca in AT (DUE-DNA unwinding element), 8 
regioni di legame per la DnaA di cui 3 ad alta affinità 
(R1,2,4), 2 a minore affinità (R3,5) e 3 ad affinità 
specifica per il complesso ATP-DnaA(I1,2,3), un sito di 
legame per IHF e uno per FIS. Sono presenti anche 
molte sequenze GATC () sensibili alla metilasi dam

Mott M.L. et al. 2007



ESEMPI DI ORGANIZZAZIONE DI ORIGINI 
DI REPLICAZIONE

Mott M.L. et al. 2007



La proteina DnaA …

Mott M.L. et al. 2007



La proteina DnaA …

Mott M.L. et al. 2007





LA DNA POLIMERASI III È UN 
OLOENZIMA COSTITUITO DA ALMENO 

10 SUBUNITÁ DIFFERENTI



IL COMPLESSO  AGISCE APPLICANDO LE 
SUBUNITÁ  SUL DNA DA REPLICARE



2 SUBUNITÁ   FORMANO UN ANELLO (clamp) 
INTORNO AL DNA DA REPLICARE



Pomerantz R.T. & O’Donnel M. 2007
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oriC

Mott M.L. et al. 2007



• Titolazione della forma libera della 
proteina DnaA da parte del sito datA

• Regolazione trascrizionale di DnaA

• Sequestro dell’origine di replicazione da 
parte della membrana di SeqA 

• Rejuvenation di DNA-ATP membrana 
mediato

• Inattivazione regolativa di DnaA (RIDA)

REGOLAZIONE DELL’INIZIO 
DELLA REPLICAZIONE (firing)



REGOLAZIONE DELL’INIZIO DELLA 
REPLICAZIONE: modello del sequestro dell’origine

La regioni oriC è ricca di sequenze GATC che possono essere 
metilate dalla dam metilasi sull’A

La natura della replicazione di tipo semiconservativa determina un 
DNA neosintetizzato di tipo emimetilato. Il DNA genomico viene 

rimetilato in 3’. Quello della regione oriC impiega 12’-13’ 

Questo ritardo è dovuto al legame di questa regione della proteina 
SeqA che si lega saldamente al DNA emimetilato

La proteina DnaA si lega al DNA della regione oriC quando questo 
è completamente metilato 

Sulla base di queste osservazioni è stata elaborata l’ipotesi della 
regolazione determinata dal sequestro da parte della membrana 

dell’origine di replicazione. 



DnaA

SeqA

Replicazione

Sequestro
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GATC

oriCmetile



IPOTESI DEL SEQUESTRO



IPOTESI DEL CONTROLLO 
MEMBRANA MEDIATO

Fosfolipidi basici

•lisilfosfatidilglicerol
o

membrana invecchiata

Stabilizza il legame 

con ADP

Fosfolipidi acidi

•Cardiolipina

•fosfotidilglicerolo

membrana 

«giovane»

rilascio ADP

ATP



CONTROLLO R.I.D.A.  (Regulatory Inactivation of DnaA )

Si tratta di un sistema che contribuisce a  inattivare l’inizio della 
replicazione dopo che questa è iniziata evitando inneschi multipli.

 E’ coinvolta la proteina Hda



RIASSUMENDO…..



TERMINAZIONE DELLA REPLICAZIONE

La terminazione della replicazione avviene per collisione 
delle forche replicative.

Il processo è regolato a livello spaziale. Sono stato 
individuati, infatti,sul cromosoma di E.coli e B.subtilis i 

siti di terminazione denominati ter. Essi legano due 
proteine terminatrici denominate rispettivamente Tus e 
RPT. Queste proteine interrompono il procedere della 

forca replicativa interagendo probabilmente con la elicasi.

I siti ter hanno due caratteristiche importanti:

oSono più di uno (almeno 6 in E.coli)

oFunzionano in modo unidirezionale 



Neylon et al. 2005



La proteina Tus

Neylon et al. 2005





MECCANISMO D'AZIONE

DI Tus



Struttura dell’elicasi

NusA on 
Helicase

T7 
Helicase

DNA Helicase structure and function Video   DnaTube.com - Scientific Video Site.flv
Mechanism of T7 Primase Helicase Video   DnaTube.com - Scientific Video Site.wmv


REPLICAZIONE DEI CROMOSOMI LINEARI



REPLICAZIONE DEI CROMOSOMI 
LINEARI

I cromosomi lineari sono caratteristici del genere Borrelia 
(spirochete), Streptomyces (gram+), l’actinomicete 

Rhodococcus fascians e, infine, uno dei due cromosomi di 
Agrobacterium tumefaciens è lineare

1

2

3



L’analisi delle micrografie in fluorescenza ottenute marcando il 
DNA nei pressi dell’origine di replicazione in quelli del sito ter 

hanno evidenziato la cinetica della replicazione e la sua 
organizzazione spaziale:

DINAMICA DEI NUCLEOIDI
DURANTE LA DIVISIONE CELLULARE



Modello finale proposto

Il replisoma è 
ancorato nella 

regione centrale 
della cellula ....

I cromosomi 
neosintetizzati 
migrano alle 

estremità polari 
con l’origine di 

replicazione



Una volta replicato i due cromosomi devono essere 
separati e sequestrati nelle due cellule figlie

Questo processo può essere suddiviso in due fasi distinte:

 il cleaning ed il partitioning

Il cleaning prevede la risoluzione dei grovigli e delle 
eventuali ricombinazioni avvenute tra le sequenze 

omologhe dei due cromosomi neosintetizzati

Il partitioning è invece il processo responsabile della 
migrazione dei due cromosomi neosintatizzati nelle due 

cellule figlie



CLEANING

Nel processo di cleaning intervengono

• la proteina RecA con il sistema di ricombinazione 
omologa

•La topoisomerasi IV (parC e parE)

•La resolvasi del sistema XerCD



RecA

Topo IV

Topo IV

XerCD



PARTITIONING

Inizialmente la teoria per la quale l’origine di 
replicazione viene sequestrata dal rivestimento cellulare 
aveva portato all’ipotesi che questi punti di ancoraggio 

servissero alla cellula anche per trainare i due 
cromosomi figli all’estremità della cellula. In questo caso 
la forza trainante era data dal processo di allungamento 

del rivestimento cellulare.

Questa teoria entrò in crisi quando si osservò che la 
velocità di spostamento dei cromosomi neosintetizzati 
era superiore a quella dell’allungamento della cellula.



Studio genetico del partitioning di grandi 
plasmidi come il plasmide coniugativo F, il 

plasmide P1 e R1.

È stato scoperto un locus genico responsabile di questo 
fenomeno:

 parAB con parS per F

sopAB con sopC per P1

parMR con parC per R1

Ciascuno di questi loci sono costituiti da due geni 
(parA/sopA/parM e parB/sopB/parR) e un sito di legame 
per la seconda proteina del sistema (parS/sopC/parC)



ParM, ParR e parC



Sono stati trovati omologhi cromosomali dei sistemi 
par e di quello sop in molti microrganismi, tra questi 

i più importanti sono B.subtilis (soj-spo0J) e 
Caulobacter crescentus (parA-parB).



Coinvolgimento di MreB 
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Links

http://www.wehi.edu.au/education/wehi-tv/dna/replication.html
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