L_a ricombinazione del DNA

Processo enzimatico con il quale I’organizzazione
lineare del DNA viene modificata mediante unioni

e rotture.

LLa ricombinazione del DNA puo essere suddivisa in due

categorie :

La ricombinazione
omologa o generale

«Avviene tra sequenze di
DNA che presentano una
omologia di sequenza di
almeno 500-1000 bp

* Vi sono coinvolte molte
proteine tra le quali, la piu
Importante, RecA

|_a ricombinazione sito
specifica

*Avviene tra sequenze di DNA
brevi e specifiche

¢ mediata da proteine
specifiche che prendono Il nome
di integrasi, resolvasi,
trasposasi, etc che riconoscono
sequenze ben determinate



_a proteina RecA ha una
struttura elicoidale che si
attorciglia intorno al singolo
filamento di DNA, lo
protegge e lo guida
all’interno di una alfa elica
omologa
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La ricombinazione omologa puo intervenire
guando sono presenti:

*Due molecole di dsDNA omologhe In sequenza

«Almeno una delle due molecole presenti un
Interruzione su singolo filamento o su entrambi |
filamenti

”
\




In questo primo caso intervengono la proteina
RecA e altre due proteine denominate:

* RecQ (con funzione elicasica)

* RecJ (con funzione nucleasica)

Oltre a queste specifiche proteine intervengono anche una DNA
polimerasi ed altri fattori ad attivita sconosciuta



Strutture di
Holliday



RecBCD-dependent recombination

Nel secondo caso interviene il complesso delle proteina
RecBCD.

Il complesso RecBCD ha attivita:
» elicasica
« esonucleasica per DNA a singolo e doppio filamento

« endonucleasica per singolo filamento



http://www.esrf.eu/UsersAndScience/Publications/Hi
ghlights/2005/SB/SB1

Il complesso RecBCD riconosce e lega
un 3’ nella molecola di DNA. Questo
complesso degrada un filamento In
direzione 3’->5’ finché incontra un sito
chi (gctggtgg). A questo punto il
complesso cambia filamento e polarita
degradando in direzione 5°->3’ il
filamento complementare. In questo
modo si produce un singolo filamento
che viene riconosciuto e introdotto
nell’alfa elica omologa dalla proteina
RecA. Questo filamento scalza la sua
controparte che complementa con
P’altra estremita della prima molecola.

La DNA polimerasi Il e la ligasi fanno
Il resto.

I’incrocio tra i due filamenti eterologhi
e in grado di scorrere prima di essere
risolto



Anche nel caso
dell’intervento di
RecBCD la fase
cruciale e la
formazione di una
struttura di
Holliday

RecBCD l
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Gli aspetti importanti di entrambi |
modelli sono i1l ruolo della proteina
RecA e la migrazione del chiasma
attraverso le strutture di Holliday



Questo processo determina la formazione di una struttura
caratteristica della ricombinazione omologa: la struttura
di Holliday

(b»

Questa struttura e responsabile dello scorrimento
dell’incrocio dei due filamenti eterologhi con la
collaborazione di un complesso proteico costituito da
due proteine denominate RuvA e RuvB




Il complesso RuvAB aumenta la velocita di
scorrimento dell’incrocio mentre la proteina RuvC

SI prepara a risolvere la struttura
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Video

SCAMMBPIO dI TIHamenti

aMpIo Triamenti / Cross OVer:



video/strandXchang.mov
video/DNA Holliday Junction Video   DnaTube.com - Scientific Video Site.flv

Esempi di risoluzione sull’asse «verticale»

L3 roomOnazione Ira oue plasmio
forma une struttura chimerca

Plasmicde ncombinante

Quando avviene la
ncombinazione omologa tra un
Cointegrate plasmide e il cromesoma, |
risultato & l'integrazione del
p'asmide nal cromosoma
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Ricombinazione sito specifica: il fago lambda

Integrazione e rimozione del DNA del batteriofago A nel sito bersaglio
del cromosoma

Bacterial attachment
site (attB)

Phage

i Integrated
R Seed S . A phage DNA
.ll‘Lllel)lh'l.h Integration: lplr'.“; s
site latt A integrase (INT) »
IHF
Point of

attR
Excision:
1""“"'"1\ = A integrase (INT)
DNA IHF
FIS + XIS

E. coli chromosome

GAETGCEAGGECETCOECTTGEGE TECECGEECGEGTA
COCAGCCTCCCGCACGEGAACCCEAGGEECCCGCGCAT
CCCCAAQTGEEGTARCETTTGAGTICTETCAGTTGGGG
GGGGTTEACCCCATTGEAAACT CAAGAGAGTEAACCCC

Gupta et al 2007




Alcuni esempl di ricombinazione
deputati alla regolazione genetica
del procarioti:

|l segmento G del fago Mu
* L’inversione di fase in Salmonella
* Gli Integroni



Il fago Mu

Si tratta di un fago temperato di E.coli il cui ciclo vitale
dipende dall’integrazione nel cromosoma batterico.

a) Phage DNA present in virus particles

-
-

Mu genome
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Left-inverted
repeat (IR-L)

Host DNA

b) Prophage DNA
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Esso e caratterizzato
dall’integrazione nel cromosoma
ospite del genoma fagico
immediatamente dopo I’infezione.
Questa integrazione segue Il
meccanismo di trasposizione “cut
and past”.

Se I’infezione si blocca a questo
livello abbiamo un ciclo di tipo
lisogenico ....

Se viene indotta la fase litica il
genoma del fago Mu si diffonde
attraverso il meccanismo di
trasposizione replicativa .....




Esperimenti di denaturazione e rinaturazione del genoma fagico




Infine con la fase di impacchettamento il genoma
viene estratto dal locus cromosomale in maniera,
pero, che conserva alle estremita le sequenze del

cromosoma di E.coli ove si e inserito (in totale 39
Kb).




Esperimenti di denaturazione e rinaturazione del genoma fagico
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Individuazione del segmento G




Estremita sinistra divisa DNA Estremita destra divisa
(DNA batterico) di Mu (DNA batterico)

(@) /\(____________/______—-\,——/\—\

\_V_/

Segmento G nello stesso
orientamento su entrambi

i filamenti

Estremita

Estremita
destra divisa

sinistra divisa

Segmento G che presentava
uno dei due filomenti di DNA
che si sono rinaturati

nell' orientamento +

e l'altro nell'orientamento —

=t

Parte rimanente del DNA di My,
in cui i segmenti omologhi si
trovano ai lati opposti del
segmento rinaturato G

Il segmento G e
risultato essere ben
presto un segmento di
DNA Invertito



L’inversione del segmento G determina un cambiamento
nell’espressione dei geni che codificano le proteine della fibra
della coda del fago. Queste determinano la specificita d’ospite

Segmento G invertibile

T T A
S U gin mom
c_‘i> e+ vy G T
YT |

P TN RRR TG, SR E AR N S 43

N

DNA di E. coli

Orientamento G +

Direzione del'lo. trascrizione  Segmenti codificanti Estrerniid
dei geni tardivi dei geni attivi della destra & i

— fibra della coda

DNA di E. coli

’ b A " AT _, -
Orientamento G — = T o | -

L’inversione ¢ mediata dalla proteina codificata dal gene gin



Variazione di fase in Salmonella
Ko g

_a variazione di fase di Salmonella e relativa alla
capacita che gquesto microrganismo ha di modificare
periodicamente alcune proteine di superficie. In
particolare le proteine con caratteristiche altamente
Immunogeniche come quelle che costituiscono il flagello.
Questa capacita e determinata da un riarrangiamento
genetico del locus deputato alla sintesi della flagellina.



Riarrangiamento genico nella variazione di fase in Salmonella
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Gli integroni

Gli integroni sono elementi genetici che hanno la capacita
di «arricchirs» di geni € ne permettono 1’espressione.

Ethidium
Integrase  bromide  Sulfonamide
gene resistance resistance

N0 |intl | | qacEA | sull | Key ‘ | ||
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Gli integroni

intl1 aacA4 qack cmlA2 oxa9 | gacEA sull

_I

| B - (i —
sl — e e— — —y >
Integrase 3" conserved segment

attC sites
Variable region, 45-128 nucleotides
|

[ I
RYYYAAC > - GTTRRRY
b Rf’ Rf
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infC~ rplT intlA
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IF3 L35L20 Integrase
—— (130 kb, 3% of the genome, 176 casseties) m——

VCR
=>85% identical, 114-116 nucleotides
|
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|| gene intl codifica per ’integrasi

Il sito di integrazione delle “cassette” puo
(attC) ha dimensioni che vanno da un minimo
di 59 bp ad un massimo di 149 bp..... Ma
POSSeggoNo una sequenza consensus di 7 bp
del tipo GTTRRRY (dove R=A0G,eY=Co0
T)

] geni al 3’ codificano per la resistenza ai
composti quaternari dell’ammonio ( gacEAL),
al sulfametossazolo (sull), mentre orf5 non e
noto ....



| genomi del microrganismi, in particolare dei
batteri, sono molto ricchi di sequenze ripetute che
SONO SPesso costitulte dai trasposoni

Allo stesso tempo I trasposoni sono un ottimo
esempio di ricombinazione sito specifica



I trasposoni sono elementi genetici in grado di “saltare” da
un sito genico ad un altro in maniera del tutto autonoma.

La loro scoperta risale agli anni 50
guando Barbara McClintock i
Individuo nel genoma di granturco
come agenti mutageni. In effetti il loro
spostamento implica I’inserzione, e Nobel 1983
quindi Pinterruzione, dell’integrita di

un eventuale gene determinandone
P’inattivazione

Ci vollero altri 20 anni prima di individuare e
caratterizzare 1 trasposoni batterici che, oggi
rappresentano Il modello di studio di riferimento



| trasposoni possono essere classificati in tre gruppi
IN funzione delle loro caratteristiche strutturali:

o|_e sequenze di inserzione (1S)
o| trasposoni composti

o| trasposoni non composti

Tuttr sono caratterizzabili ed identificabili perche
presentano alle loro estremita delle sequenze
direttamente ripetute e, procedendo verso il loro
centro, due sequenze ripetute ma invertite. Inoltre tra
gueste sequenze deve essere presente un gene in grado
di codificare la trasposasi, ovvero I’enzima responsabile
del loro “movimento”.



SEQUENZE DI INSERZIONE (1S)

IS element (= 1-2 kb)
A

ry

\ 7/
5-to 11-bp Protein-coding = 50-bp

direct repeat region inverted

repeat

Insertion sequence, IS1

Transposase gene

NN

5" GGTGATGCTGCCAACTTACTGAT|3’ 5’ ATCAATAAGTTGGAGTCATTACC | 3’

3’ CCACTACGACGGTTGAATGACTA|5’ 3’ TAGTTATTCAACCTCAGTAATGG | 5’
-




SEQUENZE DI INSERZIONE (1S)

Sono 1l tipo piu semplice di trasposoni. Si trovano, a
volte In numero molto elevato, sia nel cromosoma
patterico sia nelle molecole epigenetiche come |
plasmidi.

Codificano solamente il gene per la mobilizzazione.
Hanno dimensioni che vanno da 768 bp a 5 Kb.

IS1 e stata la prima IS ad essere stata identificata
nell’operone galattosio di E. coli. ESsa presenta
dimensioni di 768 bp ed e presente in un numero di
copie che va da 4 a 19 nel cromosoma di E. coli.
Tutte le IS presentano alle loro estremita delle
seguenze ripetute ed invertite (ITRS).



TRASPOSONI COMPOSTI

Transposon, Tnh10
|

9,300 bp

6,500 bp

Tetracyclme klsz )

resnstance
Inverted gene (TcP) Inverted

repeats repeats
of IS of IS
element element

| J L
| I

Inverted IS elements




TRASPOSONI COMPOSTI

Essi contengono e trasportano geni (come ad esempio quelli per
la resistenza agli antibiotici) fiancheggiati ad entrambe le
estremita dal elementi IS.

Tn10 e un esempio di trasposone composto. Le sue dimensioni
sono di 9.3 kb di cur 6.5 kb di DNA centrale (contenente il gene
per la resistenza alla tetraciclina)ed un totale di 1.4 kb di
elementi IS

Almeno una IS fornisce la trasposasi mentre entrambe
forniscono le sequenze ripetute ed invertite

. - - - Kan" Ble" Str' IS50
*Gli elementi IS alle estremita di - R s BSSE
un trasposone composto Possono limi0i0p
essere disposte In direzioni IS ]
opposte (Tn10 e Tn5) oppure T 7esbp ,

nella medesima orientamento
(Tn9)

ISTO

1,400 bp



TRASPOSONI NON COMPOSTI

Transposon, Th3
,—l—|

|<—4 957 bp

tnpA tan bla |

J_—I_L i _I_J<—'

| Transposase ( B-Iactamase

Left inverted Resolvase Right inverted
repeat (38 bp) repeat (38 bp)

mRNAs




TRASPOSONI NON COMPOSTI

Essi contengono geni (come quelli che determinano la
resistenza agli antibiotici) ma non terminano con delle
sequenze IS.

L_e estremita di questi trasposoni presentano sequenze
ripeture di dimensioni differenti da quelle caratteristiche le
le sequenze IS.

Tn3 e un esempio di trasposone non composto. Esso e di 5
Kb e presenta sequenze ripetute ed invertite di 38-bp. Inoltre
presenta tre geni per la sintesi di una B-lactamase, di una
transposase e di una resolvase.



| meccanismi di trasposizione ipotizzati
sono due:

|.a trasposizione “cut and past”

o|_a trasposizione replicativa



Nel primo caso il Trasposone “salta”
letteralmente da un sito all’altro

=

Donor DNA donatore  DNA target




Nella replicazione “cut and past” il processo ¢
sostanzialmente lo stesso ....... Cambia solamente che

la trasposasi effettua un taglio su entrambi 1 filamenti
alle estremita del trasposone !!!

R [ —

5" ACAGTTCAG CTGAACTGTs’
3" TGTCAAGTC GACTTGACA |5
%'—_l
IR s 1 . IR
Insertion of IS element into
chromosomal DNA

|
Y

Target site
1—1—1

;Cut
Chromosomal 5 TCGAT 3
DNA 3 AGCTA ’

5
Cut'’

<  InsertedISelement

TCGAT ACAGTTCAG CTGAACTGT
] TGTCAAGTC GACTTGACA AGCTA|
—%J ‘

IR

IR
Gaps filled by DNA

polymerase, DNA ligase

'

Host DNA

I TCGAT ACAGTTCAG

__AGCTA T TOAAGTC ,
l—T—J

New DNA 1k Host DNA

Duplicated target site sequence



Nel secondo caso Il DNA donatore, contenente il

trasposone, mantiene una copia dello stesso
permettendone la “replicazione” di uno nuovo in un

sito target (i1l DNA accettore)

DNA donatore DNA target




MECCANISMI DI TRASPOSIZIONE

DNA donatore + Tn




Le estremita 5’ del DNA
target vengono ligate
alla estremita 3’ libere
del trasposone

Si forma cosi I’intermedio di
Shapiro che puo essere
risolto in due modi differenti
a seconda del tipo di
trasposone e trasposasi
corrispondente



Replicazione del DNA a Taglio del 11° filamento
mo’ di forche replicative del DNA donatore

. |
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Link video meccanismi di trasposizione



video/Transposition l Mechanism of Transposition.mp4

Donor DNA Reclplent DNA

Nella trasposizione replicativa la

rargetsequence trasposasi taglia, su entrambi i
b filamenti, il sito del DNA target in
onor and recipient DNA ) ) )

Transposable l Donor and recipiont DNA'S fuse. modo asimmetrico lasciando un

filamento sporgente di tipo 5’
= . j |_a stessa trasposasi effettua dei tagli
su singolo filamento alle estremita

delle sequenze ripetute invertite in
transposon and target sequence. modo da lasciare delle estremita

The molecule produced is a cointegrate.

sporgenti del trasposone di tipo 3’
Cointegrate
@ Infine, lo stesso enzima unisce le
| estremita 5’ del DNA target con le
estremita 3’ libere del trasposone.

Single-stranded regions filled in by DNA
replication, resulting in copying of the

Resolution: recombination between
duplicated transposable elements

generates two DNA's, each Le estremita 3’ del DNA target

with a transposable element.
g — funzionano da innesco per ’attivita
< > N | della DNA polimerasi 111

Si viene a formare un cointegrato che viene risolto dal normale sistema di
ricombinazione omologa della cellula




Negli ultimi anni sta prendendo quota un
modello alternativo o complementare a quello
del “cut and past”.

Questo nuovo modello prevede la formazione di
un intermedio circolare del trasposone che si
forma in seguito alla excisione dal sito dal DNA
donatore. In seguito questo elemento circolare
sarebbe indotto ad integrarsi, mediante un
processo di tipo sito specifico dipendente dalla



SINGLE STRAND
CLEAVAGE

SINGLE STRAND
TRANSFER

=

CIRCLE FORMATION

lf% 4




First strand cleavage

and transfer

Formazione di un
promotore specifico
per la forma
circolare




Esistono infine, in alcuni microrganismi superiori, degli
elementi genetici che, strutturalmente, richiamano |
trasposoni ma che struttano I’RNA (e il corrispettivo
cDNA) per il processo di “trasposizione”. Questi
elementi vengono definiti percio “retrotrasposoni”

Yeast Ty element

l—l—l

«~————— 5900bp——MM >

Long terminal Long terminal
repeat (delta) repeat (delta)

DNA _l> \
I—|—l

Encodes two proteins

RNA




| RETROTRASPOSONI

Un esempio classico: il retrotrasposone L1.LtrB di Lactococcus lactis

D m— i
4w | 1 4
donor allele g betalitelatetots

iep
l transcription

re-mRNA-1
P intron -I

translation
& splicing

.

Major pathway ‘_,—/ \"‘\R__L Minor pathway

(RecA-dependent, (RecA-independent,
endonuclease-independent) endonuclease dependent)

La proteina lep ha attivita di retrotrascrittasi,
maturasi e endonucleasi




_|_

second strand
synthesis

Rech

homologous
recombination

intron

I 3: dsDMNA
5 intronless allele

exon 1 exon 2

DNA unwinding,
reverse splicing

into dsDNA &
lendonuclease| cleavage

———

A

resolution

second strand
synthesis

repair &
resolution
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