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Figura 2.3 Nomenclatura

dei fosfati in un nucleosi-

de trifosfato. Il fosfato in :
O ﬁ posizione o & quello che
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O—P—0—P—0—CH, di nucleici.
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Desossiribonucleotidt R

NH,
N N
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H H
desossiadenosina desossicitidina
dA dC

0 0]
N NH b NH
oo, S0 How, LA
o N NH, 0 N (@]
H H
desossiguanosina desossitimidina
dG dT

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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HO OH
citidina
C
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HO OH HO OH

guanosina uridina
G U

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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uolo biologico dei nucleotidi
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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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| legamifosfoanidridiciconservano un considerevole quantitativo
di energia libera



— Reazioni accoppiate

| . 0—P—0
®—O—ﬁ'—0—CH2 o Adenine o o y (|:|)
P

@) I I
H H + 0—P—0—P—0"
+
ATP ®“' H H || | 0
0 O N |
OH OH 0—p—0
0

Intermediosubstratcadenilato
(usato in molte razioni metaboliche accoppiatéidrolisidi ATP)

0]

|
®—O—ﬁ'—0—CH2 0 Adenine
0]
il (%) - AP
H H

OH OH
Intermedi:

AminoacideAMP sintesi proteica
GlucosieUDP sintesi glicogeno
GlucosicADP sintesi cellulosa

DiacilgliceroleCDP sintesi fosfolipidi
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~~ Nucleotidi secondi messaggeri
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8

Guanosine 3',6'-cyclic monophosphate
(eyclic GMP; cGMP)

| secondi messaggeri sono molecole segnale prodotte in risposte
determinati stimoli e in grado di attivare vie specifiche
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Composizione e struttura
chimica del DNA
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Scoperto nel 1869 da Miescher

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

FriedrichMiescher
Composto da C, N, O, e un alto contenuto (18441895)

diP =

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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1944 Avery, MacLeod e McCarty identificano il DNA come
Y2f SO2fl GN)ALRZNIFGNROS RSH f

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-
. tire dai Pneumococchi

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
: ruvido nel ceppo liscio e

patogeno, dimostrando

. che solo il DNA era il
. principio trasformante.

Pneumococchi lisci (S)
incapsulati e virulenti

Preparazione dell’estratto
cellulare totale

Frazionamento dell’estratto

N~
nei suoi componenti
macromolecolari

Proteine RNA  DNA Lipidi Polisaccaridi

1107

pneumococchi ruvidi
(R), non virulenti, vivi

\C
In tutte le provette
vengono aggiunti

Pneumococchi
lisci prodotti
per trasformazione
\\
Pneumococchi ruvidi non trasformati
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Frazionando il
materiale cellulare
dei ceppi S e stato
possibile
iIndividuare quale
componente fosse
In grado di
trasformare i ceppi
RinS

DNA = Il principio
trasformante




La struttura del DNA
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w1l La composizione in basi del DNA varia da una specie
£ € QF £ NI

w2 Le molecole di DNA isolate da tessuti diversi hanno la
stessa composizione in basi

wo [ O2YLRaAial A2yS RSt 5b!
stato nutrizionale

w4 In tutte le molecole di DNA la somma dei residui purinici &rwinChargaffl940

uguale alla somma dei residui pirimidiniaiHG=T+G Per primo misuro
accuratamente la

> Composizione in basi del DNA di varie specie. perce ntu ale del

FONTE A G T AT G G TR B quattro nucleotidi
Escherichia coli 26,0 24.9 25,2 23,9 1,08 0,99 50,1 1,04
nel DNA

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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——Diffrazione dei ragai X di fibre di DNA

Area Detector(s)

S50keV
Electrons

Focussing Mirrors
{or Monoc hromator)

f

Rotating
Anode {Cu)

Primary X-ray Beam

configurazione B configurazione A

FranklinR.E & " Wilkins
GoslingR., 1953 M.H.F, 1956



Figura 2.5 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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& costituito da due catene paliic

5l

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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II'lavoro di Watson e Crick (NaM 3)

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

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEI C ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

We wish tosuggest a structure for the salt of
deoxyribose nucleic add (D.N.A.). This structure has
novel features which are of condderable biologica
interest.

A structure for nucleic add has already beer
proposed by Pauling and Corey (1). They kindly made
ther manuscript available to us in adwance of
publication. Ther modd corsists of three intertwined
chains, with the phosphates near the fi bre axis, and the
bases on the outside. In our ophion, this structure is
unsatisfactory for two reasons (1) We believe that the
material which gives the X-ray diagamsis the salt, not
the free acid. Without the addic hydrogen atoms it is
not clear what forces would hold the structure together,
especially as the negatively charged phosphates near
the axis wil | repel each other. (2) Some of the van der
Waals dstarces appearto be 0o smal .

Another threechain structure has also beer
suggested by Fraser (in the press). In his model the
phosplates are on the outside and the bases on the
inside, linked together byhyd rogen bonds. This
structure as described is rather il- defi ned, andfor this
reason we shell not commert onit.

We wish to put forward ara dically difer ert
structure for the sat 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 corsists
of phosptate diester groups joining  AD-
deoxyribofuranose residues with 3',5' linkages. The two
chains (but not their bases) are related by a dyad
pemendcular to the fibre axis. Both chains follow
right- handed helices, but owing to the dyad the
sequences of the atoms in t he two chains run in
opposte directions. Each chain loosely resembles
Furberg's2 modd No. 1; that is, the bases are on the
inside of the heli x and the phosphdes on the outside.
The confi guration of the sugar and the atoms near it is
close to Furberg's 'standard configuration’, the sugar
being roughly perpendcuar to the attached base. There
isaresidue on each every 3.4 A. in the z-dir ection. We
have assumed an ange d 3601 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
together. The vertieal
line marks the fibre axis

residues in the same chain, so that the structure repeats
after 10 residues on each chain, that is, after 34 A. The
distarce of a phosphorus atom fromthe fibre axisis 10
A. A's the phosphates are on the outside, cations have
easy access to them.

The structure is an openone, and its water cortent
israther high. At lower water conterts we would expect
the bases to tilt sothat the structure could become more
compad.

The novel feature of the structure is the manner in
which the two chains are held together by the purine
and pyrimidine bases. The plares of the bases are
pempendcular to the fibre axis. The are joined together
in par s, a single base from the other chain, sothat the
two lie side by side with idertical z-co-ordinates. Ore
of the pair must be a purine and the other a pyrimidine
for bonding to occur. The hydrogen bonds are made as
follows : purine postion 1to pyrimidine position 1 ;
purine pasition 6 to pyrimidine postion 6.

If it is assumed that the bases only occur in the
structure in the mogt plausible tautomeric forms (thatis,
with the keto rather than the end configurations) it is
found that only specifi c pairs of bases can bond

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

In other words, if anaderine forms one member of
a par, on either chain, then onthese assumptions the
other member must be thymine ; simi arly for guanine
and cytosne. The sequerce of bases ona single chain
does not appearto be restric ted in any way. However, if
only specifi ¢ pairs of bases can be formed, it foll ows
that if the sequence of bases on one chain is given, then
the seqience ont he other chain is auomatically
determined.

It has been found experimentall y (3,4) that the raio
of the amounts of adenine to thymine, and the ration of
guanine to cytosine, are aways bery close to unity for
deoxyribose nucleic aad.

It is probaly impossible to build this structure
with aribos sugar in place of the deoxyribos, as the
extra oxygen atom would make too close a van der
Waals contact. The previoudy published X-ray data
(5,6) on deoxyribose nucleic add areinsufficiert for a
rigorous test of our structure. So far as we cantell, it is
roughly compatible with the experimertal data, but it
must be regardedas unproved until it has been checked
against more exact results. Some of these are given in
the foll owing communications. We were not aware of
the detals of the resuts preserted there when we
devised our structure, which rests mainly though not
entrely on pubished experimental daa anc

q

It has not escaped our notice that the spedfic
pairing we have postulated immedately suggests a
possble copying mechanism for the genetic material.

conditions assumed in buil ding it, together with a set of
co-ordinates for the atoms, wil | be published elsewhere.
We are much indebted to Dr. Jerry Donohue for
congart advice and criticism, especially on interatomic
distarces. We have also been stimulated by a
knowledge of the gereral nature of the unpublii shed
experimertal resuts andideas of Dr. M. H. F. Wilkins,
Dr. R.E. Franklin and their co-workers a King's
Cdlege, London. One of us (J. D. W.) has been aided
by a fel owship from the National Foundaion for
Infanti e Paralysis.
J.D. WATSON
F.H. C. QrRicK

Medical Research Council Unit for the Study of
Molecular Structure of Biological Systems, Cavendish
Labaatory, Cambridge.
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It has not escapedour notice that the specificpairing we have postulated
immediately suggestsa possiblecopyingmechanisnfor the geneticmaterial.



Il modello a doppia elica di Crick e Watson
——suggerisce un meccanismo di replicazione

l .

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




| a struttura fisica del DNA



Figura 2.16 Struttura chimica
della doppia elica del DNA.
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Implica la formazione di legami idrogeno

Figura 2.17 Posizione delle coppie di =
biSl nelh struttun del DNA. /
o /N
o 7/4/\
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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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Solco maggiore

Solco minore

Solco maggiore

D A M
5 CHs,
H gt
A H*
\N/ 7 15;,\
N
(/7 6\ ettt H i c—~N
N / AN
3 /2< 0
N/
A
A H A

Solco minore

Solco maggiore

Solco minore

Solco maggiore

Solco minore

Figura 2.18 | due solchi
della struttura del DNA.
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

|l solcomagagioree riccodi
iInformazioni

Il contornodellebasié
espostonei solchidel DNA
creandq in particolarenel
solcomaggiore una
superficiedi contatto, ricca
di interazionidi vander Waal
cosicomedonatorie
accettoridi legamiidrogenq
chepermette di identificare
la coppiadi basi
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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
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~ La struttura del DNA (B)

w Il DNA ha una forma ad elica regolare, diametro
20A, passo 34A

w Legami idrogeno tra le basi

W[ @) IRt SV RSt tS el i
Interazioni idrofobiche

w Ogni coppia e ruotata di 36

w Solchi maggiore (22A) e minore (12A)

w Avvolgimento ad elica (elica destrorsa)



DNA forma

Forma B

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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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
del |l 6el i ca
Di ametro del |l 622Ri c a 20 A 18 A
Paia di basi per giro 10,9 10 A 12
doelica
Distanza tra le 2,6 A 3,4 A 3,7A
coppie di basi
Inclinazione delle 20° 6° 7°
basi ri spetto all 6asgse
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€
profondo intermedia
Solco minore Molto largo e poco Stretto e di Estremamente stretto
profondo profondita media e molto profondo
Posi zi one |d&dlcb maggiosee Attraverso le Solco minore
del |l el i ca coppie di basi




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

Confronﬁo trale
forme B,Ae Z
del DNA

3,4 nm
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Strutture del DNA
dipendenti dalla sequenza



N, i

Seqguenze ripetute

Sequenza ripetuta in modo diretto:

A > > A
5 GTTAGCANNNTTAGCA-3 0
3 6AATCGTNNNAATCGT-506

Sequenza ripetuta in modo speculare:

~

5 > =
O COTTAGCANNNACGATT-3 06
3 GAATCGTNNNTGCTAA-5H

Sequenza “"palindromica”:

>
56T TAGCANNNTGCTAA-3
3 5 AATCGTNNNACGATT-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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. 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.

Strutturadi un
DNAquadruplex

3'

3/
| <

P

5/

G4-DNA “Basket” tipo “Basket” tipo
intermolecolare G4 DNA G4 DNA
intramolecolare intermolecolare
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‘DENAT ZIONE DEL

Effetto ipercromico

denaturato

Assorbanza

220240 260280300 320

f dzy 3KST Tnm RQ2
Spettro di assorbimento
del DNA

Nativo (dc;bpia elica)

Calore, OH
formammide

vf’a W
e

denaturazione %

A

.

Denaturato
(random coil)

Temperatura di melting ()
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DNA a singolo
filamento

O-

Assorbanza
relativa a
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DNA a doppio
filamento

100
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mperatura din

A
Assorbanza

a 260 nm
(0.D.)

effetto
(50%) 1,2 ipercromico

(16 - 24 nt): v,
>

Tm (°C) = Tman Tw Tm(6O Temperatura
4x(G-C)+
2x(A-T)




ATURA

— 1 S 1 —\-

Denaturato
(random coil )

Ibridazione




Separazione elettroforetica di-

frammenti di DNA

frammenti R :
r
di DNA Caricare la miscela

it nel “pozzetto” di un | Frammenti di
\\\\3\ gel di agarosio o : DNA di uguale
K poliacrilamide. | dimensione
/\ formeranno

? r g rticell “bande”
Applicare il ol . 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).




outhern = DNA
northern = RNA
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TOPOLOGIA DEL DNA



~—Superavvolgimenti nel DNA
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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 32| Superawolgimento
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