
La replicazione del DNA



La doppia elica del DNA dopo la 
replicazione contiene una elica 
parentale ed una  elica figlia di 
nuova sintesi

Replicazione Semiconservativa



La replicazionein E.coli(Cairns 1963)





La sintesiavvienein direzioneоΩ -Ҕ рΩ



[ΩŜƴŜǊƎƛŀ ǇŜǊ ƭŀ 
formazione del 
legame è portata 
dal nucleotide 
entrante e non 
dalla catena in 
crescita

Importante per la 
correzione degli 
errori



La DNA polimerasi I



La DNA polimerasi I



Attività esonucleasichedella DNA pol I
EsonucleasiоΩ-ҔрΩ proofreading

o correttore di bozze



Attività esonucleasichedella DNA pol I
EsonucleasiрΩ-ҔоΩ ǎƛƴǘŜǎƛ Řƛ ǊƛǇŀǊƻ



Struttura ai raggi X del frammenodi Klenowdella DNA-polI di E.coli



La DNA polimerasi I
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Lo stesso sito attivo per i 4 dNTP



Gli ioni Mg stabilizzano la struttura dello stato di transizione pentacovalente



La DNA polimerasi I



Incorporazione di un nucleotide errato 10000 volte più lenta

La DNA polimerasi I
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La DNA polimerasi I
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Åcambio conformazionale della 
DNA pol I prima della 
formazione del legame 
covalente

Åattività esonucleasicaper 
ŎƻǊǊŜƎƎŜǊŜ ƭΩŜǊǊƻǊŜ

[ΩŜƴŜǊƎƛŀ ǇŜǊ ƭŀ ŦƻǊƳŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ 
legame è portata dal 
nucleotide entrante e non dalla 
catena in crescita



Meccanismo di proofreading
Correzione della incorporazione  errata  di nucleotidi

(forme tautomerichedei nucleotidi)
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La DNA polimerasi richiede un innesco
9ǎǘǊŜƳƛǘŁ оΩ-OH libera 
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La replicazione del DNA



La Replicazione necessita di un apparato 
enzimatico complesso:

-DNA Polimerasi

-Proteine iniziatrici

-Primasie Elicasi; 

-Proteine  che stabilizzano il DNAsse lo  proteggono dalla 
degradazione;

-Proteine che stimolano le DNA polimerasi.

-Topoisomerasiche eliminano i superavvolgimenti

-Ligasi





DNA elicasi-proteineesamericheprocessiveaprono la doppia elica

DNA elicasi



Topoisomerasirimuovono 
i superavvolgimenti

ƛƴǘǊƻŘƻǘǘƛ ŘŀƭƭΩŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭƭŜ elicasi

DNA topoisomerasi



DNA topoisomerasi



Single strandDNA bindingproteins(SSBP) 
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Filamentoleader e filamentoritardato



Leading strand e lagging strand

Frammentidi Okazaki
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Processività



Processività
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Slidingclamp: 
proteine con stuttura esagonale
ŎƻƴǎŜǊǾŀǘŜ ƴŜƭƭΩŜǾƻƭǳȊƛƻƴŜ 
(PCNA negli eucarioti)



Fasi della replicazione





Eliminazione del primer

procarioti eucarioti



Reazioni catalizzate dalla DNA ligasiin E.coli.

Negli eucariotiNAD+è rimpiazzato da ATP





LA REPLICAZIONE DEL DNA
Meccanismi comuni tra procarioti ed eucarioti

DNA molecola a doppia elica Ogni elica funziona da stampo

Elica parentale Sintesi elica complementare 

Sintesi del DNA 5ôĄ3ô DNA-polimerasi

Richiesta di inneschi o primer RNA-polimerasi

Forca di replicazione Replicazione bidirezionale

Elica parentale 3ôĄ5ô Replicazione continua
(leading strand)

Elica parentale 5ôĄ3ô Replicazione discontinua
(lagging strand)

Frammenti di Okazaki 100 -1000 nt



DNA-POL NEI PROCARIOTI
DNA-polimerasi I - Riparo, rimozione primer, solo su doppia elica

(3 attività catalitiche)
DNA-polimerasi
Esonucleasi (3ôĄ5ô) 
Esonucleasi (5ôĄ3ô) Scissione proteolitica produce due frammenti
Frammento piccolo (1 -323) attività  5 ôĄ3ô Esonucleasi
Frammento di Klenow (324 -928) attivit¨ polimerasi e 3ôĄ5ô esonucleasi

dominio 324 -517 3ôĄ5ô esonucleasi 

dominio 517 -928   DNA -polimerasi (scissura profonda)

DNA-polimerasi II ïRiparo
(2 attività catalitiche)

DNA-polimerasi
Esonucleasi (3ôĄ5ô)

DNA-polimerasi III ïReplicazione
(2 attività catalitiche)

DNA-polimerasi
Esonucleasi (3ôĄ5ô) (proofreading)

Cosituita da varie subunità ed un CORE catalitico composto da:
Subunità a(Gene polC di E.Coli ) Attività polimerasi
Subunità e Attività 3ôĄ5ô esonucleasi
Subunità q



REPLICAZIONE IN E.Coli
Inizio della replicazione nel locus OriC (~250bp AT - rich)

La proteina DnaA si lega ad OriC (richiesto ATP)
Si associa la proteien DnaB (elicasi) esamerica ï> unwinding (richiesto ATP)
DNA-girasi (topoII) elimina supercoiling
SSB proteins mantengono il DNA a singola elica

Sintesi dei primers o inneschi
Sintesi primer a RNA sulle leading e ladding strands
Primosome (600 kDa contiene DnaB -elicasi e DnaG -primasi)

Sintesi del DNA
La sintesi è catalizzata dalla DNApol - III
Replisoma (2 DNA -pol - III una per lading ed una per lagging strand)
2 subunità ȁformano un anello che scorre lungo il DNA
La leading strand viene duplicata in maniera continua (1000 nt/sec) 
La lagging strand forma un loop e richiede un nuovo primer ogni 1000 nt

frammenti di Okazaki

Rimozione dei primers 
DNA-pol - I rimuove i primers e sintetizza il DNA

Unione dei frammenti
DNA- ligasi unisce le interruzioni

Termine della replicazione
Regione terminatore, opposta a OriC (sequenze terminatrici TerE -F)
Proteine Tus si legano ai siti Ter impedendo lôapertura dellôelica del DNA





replicatore: sequenze agenti in cisricche in AT
ǾŜǊŘŜΥǎƛǘƛ Řƛ ƭŜƎŀƳŜ ŘŜƭƭΩƛƴƛȊƛŀǘƻǊŜ
blu:elementi di apertura della doppia elica

http://www.federica.unina.it/mini/img.php?src=../files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/vincenzo-desimone-39-05-3.jpg


ƭΩƛƴƛȊƛŀǘƻǊŜdi E.coli, la proteinaDnaA,è regolata da ATP e da SeqA
Iniziatore interagisce con il DNA e altri fattori 
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Inizio della replicazione in E.coli





Oloenzimadella DNA pol III



REPLICAZIONE IN E.Coli



REPLICAZIONE IN E.Coli







Rimozione dei primer e completamento delle 
interruzioni


