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Programma

v Introduzione alla Genetica Medica:
definizione, classificazione, frequenza ed
impatto delle malattie genetiche nella
patologia umana

v'1l patrimonio genetico: DNA,
cromosomi e geni

v'I meccanismi della riproduzione
umana: ciclo cellulare, mitosi e meiosi,
gametogenesl maschile e femminile

v'Le mutazioni del DNA: spontanee e
indotte, mutageni chimici e fisici,
mutazione somatica e germinale,
mutazioni puntiformi, meccanismi di
riparazione

v'Principi mendeliani: I e 11 legge di
Mendel

v'Caratteri autosomici dominati:
segregazione, albero genealogico,
mosaicismo germinale, espressione
variabile, anticipazione, difetto di
penetranza, eredita codominante, esempl
di malattie autosomiche dominanti.

v'. Caratteri autosomici recessivi: segregazione,
albero genealogico, consanguineita, legge di
Hardy-Weinberg, vantaggio dell’eterozigote,
effetto fondatore, disomia uniparentale, esempi di
malattie recessive autosomiche

v'Eredita legata al sesso: determinazione genetica
del sesso, segregazione recessiva legata all’X,
inattivazione del cromosoma X, esempi di malattie
X recessive, segregazione dominante legata all’X,
eredita legata all'Y

v'Eredita atipica: eredita mitocondriale, malattie da
triplette espanse, malattie da alterato imprinting,

v'I cromosomi umani: tecniche di studio, anomalie
di numero e di struttura, citogenetica molecolare,
patologia cromosomica

v'Caratteri multifattoriali e malattie complesse
v'Test genetici e consulenza genetica

v'La genetica dei tumori: genesi tumorale,
protoncogeni, oncosoppressori, genli mutatorl,

two-hit hypothesis, gene Rb, BCRA1/BCRAg,

cromosomi e tumoril



LEZIONE 1

* Introduzione (definizione, classificazione, frequenza ed
impatto delle malatiie genetiche nella patologia umana)

* |l patrimonio genetico (DNA, cromosomi e geni)
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Genetica: definizione

“La genetica e la scienza che studia I'eredita e la
variazione cercando di scoprire le leggi che
governano le somiglianze e le differenze neglt
imdividui che sono in rapporti di discendenza.”
(William Bateson, 1861-1926)

. G’a,.m-gﬁ_



Genetica: campo d’azione

v Studio del materiale genetico
(cromosomi, DNA, geni)

v Studio della variabilita tra i

diverst organismi

v Studio della variabilita tra gli indrvidui

QDO

Seme giallo

v Studio delle modalita di trasmissione

deil caratteri da una generazione all’altra

Semegiallo  Seme verde

Fiore rosse Fiore bianco



Variabilita tra individui

P
o

capelli scuri, ricci p
capelli biondi, lisci

occhi scuri — occhi azzurri —

naso dritto — P T

bocca carnosa — bocca sottile —

= 1
orecchio erecchio non
lobato lobato



Genetica Medica

* Disciplina che st occupa delle problematiche
ereditarie delle malattie umane (malattie
genetiche) e quindi delle applicaziont della
Genetica alla pratica clinica

* Disciplina autonoma (nel 2010 é stata
riconosciuta dalla CE)

* Interessa trasversalmente tutte le specialita
mediche (Francts Collins: tutte le malattie
umane hanno una base genetica)




Reperti della civilta egizia

—— i -
Gl antichi Egizi sapevano
riconoscere alcune alterazioni
strutturali del corpo umano che
erano di fatto delle malattie
genetiche, come
lI'ostecondrodisplasia,
patologia costituzionale dello
scheletro che oggi sappiamo essere
dovuta all’alterazione di un
singolo gene e che interessa circa
1 ogni 25000 natl.

Seneb, V-V dinastia Djeho, 350 a.c.



Anno

Le principali tappe della storia della genetica

Kisultan delle ricerche

Ripercussioni scientifiche e/o sociali

1866

Haeckel potizza che 1l patrimonio genetico sia contenuto nel
nucleo delle cellule

Mendel pubblica 1 nsultat: delle sue ncerche su@

Viene dimostrato che il patnmonio genetico & formato
da unita indipendent: che s1 ncombinano ad ogm

e

1956

non & A

T ZENETAZIONE
Darwin pubblica la pnima delle se1 ediziom di L'origine deflle 1] meccanismo evolutivo proposto, la selezione
1859 specie per mezzo della selezione naturale, m cun llustra la naturale, & alla base delle teonie dell’evoluzione
sua teona dell’evoluzione, attuali,
1882 Walter .Flul.'nm:ing scopre 1 cromosomi che saranno cosi
denominat nel 1888 daWaldever
1902 \}"a!mr Stantord Sutlnn Lputi;za che I informazione ereditaria
sia contenuta nel Cromoesomi
1907 Thpn'_m:; i Mnrgar.t SCORCE 18 1 LA By Sbqups Masce la teoria cromosomica dell"ereditarieta
di informaziom eenetiche
1909 11 botanico Johannsen Lntmdui;i: la Pamla “pene” e teonzza la Superamento dd:.ila teona della pangenes: accettata da
struttura corpuscolare del patnimonio genetico Anstotele in poi
Morgan stabilisce che esistono particolan cromosomi che
1910 L_ra.'imnj'tr.{mu 1 car.atn:ri sgﬁsuaii j[::mm{:wfmax per le
fernmine; Y per 1 maschi) e ottiene la prima mappa
cromosomica della Drosophila, il moscenino della frutta
1927 Muller scopre che 1 raggm X possono produrre mutazion Deve esistere negh esseri vivent una struttura fisica e
i genetiche quindi modificabile dei geni
Morgan riceve 1l premio Nobel per aver dimostrato che 1
1933 CTOMOSMMI §1 tmsm.q:ttunn secondo le ]:ggt di Mendel, e per  Inmziaa S‘b‘ilu}'ﬂp&?ﬂ: tecrnuche di mappatura che
aver elaborato le pnme mappe cromosomiche del moscerino  porranno le basi al Progetto Genoma Umano
della frutta
| fenomem evolutivi sono spiegatt in modo coerente
1936-1947 Dﬂhﬂ'l..".il'L‘ik}-', Huxley, Mayr, Simpson, Rensch, Stebbins s1a con le Icggi :y:lla ggnﬂtca E]-'IC. con le prove
costruiscono la teoria sintetica dell’evoluzione raccolte dagh scienziati naturalistt che studiano la
selezione naturale
1941 Bua_d!i:. Lederberg e _Tatu.m clahu_.}ranu la n:]aziu_nc | gene==1 51 scopre u_:hf: 1l paIFim!nnin genetico dﬂurm_ina le
enzima, per questo nceveranno 1 Nobel nel 1958 caratteristiche ereditanie attraverso la sintesi protewca
1944 Aveny djmusLm..::I:Lc Ti:.'ip?n:';.ahilc :{c{!’inibrmazinne Seneton Apre la strada alle scoperte di Watson e Cnick

Watson e Crick scoprono attraverso la diffrazione a
la doppia elica del DNA e il legame A-T, C-G, niceveranno 1
Nobel insieme a Wilkins nel 1962

Viene individuata la base chimica del patnmonio
genetico

Komberg e A=polimerasi
riesce a riprodurre in vitro una molecola di DNA, Ricevera 1l
Mobel nel 1959

Dimostra sperimentalmente 11 modello a doppa elica
di Watson ¢ Knck



Le principali tappe della storia della genetica

Komberg 1n seguito alla scoperta della DNA-polimerasi

Dimostra sperimentalmente 1l modello a doppia elica

1956 riesce a riprodurre in vitro una molecola di DNA, Riceveradl ..
. di Watson e knick

Nobel nel 1959
1961 - SR FJE.'EL]IM Hieod gt ¢ .I Kt = [nizia lo studio delle complesse tasi della sintes:

messaggero copia il DNA ¢ permette la produzione delle .
1963 : proteica

protemne

: Lt Nasce I'ingegneria genetica, negli USA nasce la pnima
1972 Berg crea la pnma molecola d DNA ncombinante : :
- azienda biotecnologica

1977 Inizia la produzione di ormom umani per mezzo della tecnica

del DNA ncombinante.

S1 aprono le strade per la produzione batterica di

1978 Viene clonato 1l gene umano dell’ nsulina insulina: I"estrazione di questo ormone dalla milza

degli animali era diventata msufficiente.

Sanger riceve 1l suo secondo Nobel (1 primo fu ne
aver messo a punto un metodo basato sul laser che sequenzia
in breve tempo le basi azotate dell"acido nucleico.

[nizio dei sequenziamenti del DNA

Viene prodotta per la prima volta con la tecnica del DNA

parassiti

1982 il L . N

ricombinante insulina umana da somministrare a diabetict

. i * e C1 51 iniz1a a interrogare se sia corretto procedere a

1986 In Inghulterra il pnmo criminale viene gludicato colpevole n bics o di i il fini

fioa il et dal ERNER. screening genetici su di un intera popolazione per fini

di sicurezza,

Prodotto 1l pnmo pomodoro transgenico, resistente ai SLBHS 4 AAATA OUVRIOR Ll P tee

1987 i i transgeniche (OGM). Crstimzia a domandare quale

impatto ambientale possano avere queste coltivazion:,




Le principali tappe della storia della genetica

%% protetto da brevetto.

Viene brevettato I'oncomouse, 1l primo animale transgenico

St accende la polemica se sia legittimo brevettare
sequenze di DNA,

@ Parte 1l Progetto Genoma sotto la dirczion@

Si apre la strada per la mappatura dell’intero
patrimonio genetico dell’'uomo (ipotizzati 50.000 -
100.000 geni) ¢ la localizzazione ne1 cromosomi dei
siti responsabil delle malattie ereditane.

Viene effettuato 1l primo intervento di terapia genica per
1990 curare un bambino affetto da una immunodeficienza

ered

Il biochimico Mollis riceve 1l Nobel per aver
tecnica della PCR (reazione a catena della polimerasi)
attraverso la quale in poche ore s1 possono produrre milio
di copie di una singola molecola di DNA

1994

trapianti.

La mappatura cromosomica diventa pia veloce ed
attendibile; I'analisi del DNA ¢ possibile anche a
partire da piccolissimi frammenti di tessuti organici.

I"ingegnenia genetica, ¢ riuscito a creare Astrid, un maiale
con un cuore simile a quello umano, in futuro utilizzabile per

St apre la strada per la costruzione in laboratorio di
organi umani. Oggi solamente 1l 15% dei pazienti in
lista d’attesa riesce ad ottenere un organo compatibile

Stato del Progetto Genoma Umano:

4.000 geni localizzati su un singolo cromosoma

1996 1.600 geni a funzione nota sono stati clonati
100 malattie ereditarie sono state associate a geni mappati
150.000.000 di basi azotate sequenziate

Nasce Dolly, 1l primo mammifero ( pecora) clonato partendo
1997 : e
da una cellula somatica dell"animale donatore.

La clonazione umana diventa una realta possibile. Si
inizia a parlare di cloni utilizzabili come riserva di
organi ¢ di sconfitta della morte. L"animale clonato,
anche se appena nato, ha tuttavia, I"eta biologica della
cellula da cui ¢ stato ricavato. L'orologio biologico,
quindi, non riparte da zero.

1998 Dolly porta a termine una gravidanza.

2001
umano

Modificazioni genetiche applicate con la tecnica della
clonazione da cellule somatiche possono essere
trasmesse per via ereditaria.

Sequenziamento delle 3,2 miliardi di basi azotate de

Mappatura di geni responsabili di malattie ereditarie




Inizio della genetica moderna
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Gregor Mendel (1822-1884)

Ha avuto 1l merito di aver contato 1l prodotto degli incroci
controllati tra prante per definire alcune regole bastlari nella
trasmissione det carattert.



Cosa sappiamo oggi ?

cromosoma
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cellula

Mutazioni

cromosoma

geni 43



Classificazione delle malattie genetiche

v

v

Malattie mitocondriali

numeriche
Malattie cromosomiche

strutturali
Malattie genomiche

autosomiche dominanti e recessive
Malattie mendeliane
\\ X-linked dominanti e recessive

Malattie da alterato imprinting

Malattie multifattoriali



Spettro fenotipico delle malattie umane

G

geni
Sindrome di Down
Acondroplasia
Emofilia

Fibrosi cistica

M

geni + ambiente
Cardiopatie
Labio-palatoschisi
Infarto miocardico

Duabete-Obesita-Ipertensione

A

ambiente
Fratture scheletriche
Ustioni

Malaria

Malnutrizione



Frequenza delle malattie genetiche

Frequenza Frequenza | Frequenza
Tipo di malattia <25 aa/ >25 aa/ durante la
1000 nati 1000 vita




L'impatto delle malattie genetiche

* Il 2.0% dei neonati presenta anomalie cromosomiche o difetti di
un singolo gene

* 50% delle sordita, cecita, e ritardi mentali infantili sono
dovuli a fattor: genetici

* 30% del ricoveri ospedalieri in eta pediatrica e 50% dei
decessi pediatrici sono dovuti a malattie genetiche o
malformazioni congenite

* 5 -10% del tumori piu comuni presentano una forte componente
genetz'ca

* 5% degli adulti manifestera una malattia nella quale 1 fattor:
genetici sono importanti



Eta di comparsa delle malattie genetiche

Eta Malattia
letale durante aberrazioni cromosomiche
la vita alcune gravi
prenatale malformazioni
prima della malformazioni congenite
nascita aberrazioni cromosomiche
subito dopo la fenilchetonuria
nascita fibrosi cistica
durante il distrofia muscolare di
primo anno Duchenne
. distrofia muscolare dei

alla puberta ) )

cingoli

orfiria intermittente
dopo la P
. acuta

puberta

glaucoma ereditario

diabete mellito (0-80 anni)
eta variabile Corea di Huntington
(15-65 anni)




PREVALENZA DI ALCUNE MALATTIE GENETICHE

Malattie cromosomiche
Sindrome di Down (trisomia 21)
Sindome di Edwards (trisomia 18)
Sindrome di Patau (trisomia 13)
Sindrome di Klinefelter (XXY)

Sindrome di Turner

Malattie monogeniche
Talassemia
Cancro ereditario non poliposico del colon

Falcemia

Ipercolesterolemia familiare

Rene policistico dell’adulto

X-fragile (ritardo mentale di Martin Bell)
Fibrosi cistica

Malattia di Tay-Sachs

Distrofia muscolare di Duchenne
Neurofibromatosi tipo 1
Emocromatosi ereditaria (sintomatica)
Osteogenesi imperfetta

Poliposi del colon

Distrofia miotonica

Atrofia muscolare spinale
Fenilchetonuria

Emofilia A

Sindrome di Marfan

Corea di Huntington

1/1.000

1/7.700

1/10.000

1/1.000 (maschi)
1/5.000-1/10.000 (femmine)

1/50-1/100 (Mediterraneo e Asia del sud)
fino a 1/200

1/400-1/600 (negli afro-americani)
fino a 1/50 (nell’Africa centrale)
1/500

1/1.000

1/5.000 maschi

1/500-1/4.000 bianchi

1/3.000 ebrei Ashkenazi

1/3.500 maschi

1/3.500-1/5.000

1/5.000

1/5.000-1/10.000

1/6.000

1/8.000-1/10.000

1/10.000

1/10.000

1/10.000 maschi
1/10.000-1/20.000

1/20.000

Malattie multifattoriali

Infarto/ictus 1/3-1/5
Tumori (tuttii tipi) 1/4
Diabete (tipil e II) 1/10

M. Di Alzheimer (>65 anni) 1/10
Alcolismo 1/10-1/20
Schizofrenia 1/100

Psicosi maniaco-depressiva
Cardiopatie congenite 1/110
Stenosi ipertrofica del piloro 1/300
Labio-palatoschisi 1/1.000
Difetti del tubo neurale (in Italia) 1/1.000

Malattie genomiche

Sindrome di DiGeorge 1/5.000
Sindrome di Williams 1/10.000
S. di Charcot-Marie Tooth (tipo 1) 1/5.000
Sindrome di Smith Magenis 1/25.000

Malattie epigenetiche

Sindrome di Angelman 1/15.000
Sindrome di Prader-Willi 1/16.000
Sindrome di Beckwith-Wiedmann 1/13.700

Malattie mitocondriali rare

1/100-1/200



Difterenza tra prevalenza ed incidenza

* Prevalenza
percentuale di persone che in un dato momento, in
una determinata popolazione, presenta una certa

patologia

PREVALENZA

e Incidenza
percentuale con la quale si verificano nuovi casi
(ad es. 1 per 1000 nati)

INCIDENZA



Evoluzione nel tempo dell’approccio alle
malattie genetiche

Genetica Genetica Medicina
formale molecolare genomica







Cosa determina la divisione di una cellula uovo fecondata fino
alla formazione di un nuovo ed unico individuo ¢

fecondamone  cellule tottpotents blastoct feto

srtluppo diuna cellula stamnale



Cosa distingue ciascuno di noi dagli altri individur pur
rendendoct considerevolmente simili agly altri membri della
specte umana ¢




Cosa consente di affermare che un bambino ha 1!
naso del padre o 1l sorriso della madre ¢




DNA (acido desossiribonucleico)

Il contenuto totale di
DNA di un organismo e
noto come genoma o
| patrimonio genetico




Cellula eucariotica

Anatomia de una Celula

Cromosoma

MNucleo

Ribosomas

Mitocondria

Aparato de Golgi Reticulo Endoplasmico



La scoperta del DNA

Friedrich Muiescher (1844-1895) 1sola da leucociti
umant una sostanza ricca in_fosforo a cut da il

nome di nucleina (1867)



Prova che 11 DNA ¢ 1l materiale genetico

Esperimento di Frederick Grittith nel 1928 sulla
polmonite batterica da pneumococco (Streptococcus
pneumoniae) al British Public Health Service d1
Londra

Esperimento di1 Oswald Theodore Avery nel 1943
negli Stat1 Uniti



Fattore trasformante

Frederick Griffith
(1879-1941)




[l fattore trastormante ¢ 1l DNA

%‘1? 29 &
Qe ®

Sor 3o $o

P

| | proteine | lipidi ] polisaccaridi | acidi nucleici

Oswald Theodore Avery
(1877-1977)




Struttura del DNA

=

Francis Crick e James Watson
1953
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MOLECULAR STRUCTURE OF
MUCLEIC ACIDS

A Spructure for Deoxyribose Mucleic Acid

WE wish to suggesl o siroctuns For the aslt
aof deoxyribee mucdein seid (W¥.AL.  This
srecture has rovel fentwras which s of comilarahln
[T Rr——

A atructure for mmelele scid los alreidy s
propoad by Pawling asd Corey'. They kindly made
their manmseript armilahbles o us i advs ol

E Their meodel robmis of thews intar-

hains, with the phosphates resr the Bhre
axi, anid the bases on the owiside. Im our oginion,
this strmtture is unsitisfactory for fom o remsons
i1F Wa believe thet she msterial which gives the
X -riy diageriur @ the s, not the fres sod, Withous
the aaldio hydrogen atoms it s mod clear what Forees
woilld hohl the strusture togeler, sagmimlly os the
negatively charged phosphaies nesr the axis will
repel each other. (2} Scane of Lhe van der Waols
distanons npgmar to be too small.

Another thres-chain ®rectur has alkso been sug-
goisil by Frasr |m the presy. In his modsl the
phosphaies are on the oaiside amd the bases om the
maids, linked fogoiher by bydrogess boods,  This
atroetume aa desoribed i3 rather bl -defired. and for
this Fase we dhall nol eimensl
on it,

We wish fo put forward o
ridically (Lffemnt wrecturs e
the sl of denxyrikboss rmelale
B, This alructiare Bas 1o
hedienl chnins ool codled romand
tha e Ristie (e dingram). W
heve made ihe umml chemical
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rhuim tonsisen of plosphats di-
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ribolanassen ool wilh

k

|

| qunm']uu'lu to the Ghre

Both ehslea foflow righit-
hanlded heliom, bt owing &0
the dysd the sequences of the
stocm im tha two i
in opposite  direidos,
chogn  loosely  rescmbles  Par-
berg's? moded Me. 1 thak i
the boses are oo the ieakde of
the kelix asd the plesphibes on
the caniside.  The conflgurstion
ol the sgmr s tho  abome
near it is olnse 4o Furberg's
‘standard configuration’, the
wugir  baing mosghly  porpondi-

[T ul
i s Ahe s ulne £ ths witaehod base. Thore

25, 1953 NATURE 757

is & residue cun nsch chain every 3-8 A, in the 2-diree-
tion. We have sssumod o angle of 38° betwern
adjseent msidies 5 il akme ohsin, s that the
slructusy regeats witer L resiclues on each chain, that
=, after 3 A, The distoncs of & plesphorus atom
Eromn the fibre axis 0 10 A As ke phosphaics sre on
the suixidn, extions have esay scoeas 1o them.

The structur i oo apes ans, and it water sonbent
= matkor high. At bewer water sontunls wa would
oxpoct: the bases 4o tilt so dhat the structure soubd
Teeasiann mvire nompart

The movel foature of the stractiers @ the mannsr
in which the tew chains are holl cogeiber by the
purineg nnd pyvimidine bases. Tha plisss of the buss
are parpendicular 1o e Ghee axs, They are joined
toguither in pains, & mingle base from o oliin baing
hylrogonboneded o & sugle bass from tho other
chair, #o thet the fwo lie alde by side with dentisl
sepoenrdinatis, O of the pair must be & goring and
ihw othor a prerimeding for bonding 2o ooour.  Tho
In:.-d.rugm bonds are msde da Tollows : purine prebtion

Jﬁrrllru'ﬂinu pestiom | purine poalftion & bo
p:.'nrn ime postdon B,

IT it b masuised Chal the hises cmly oooer in the
aiructisry im the most plossdble daaicmnerin forma
{thar s, with the keto mthor ke the anol con-
fguratinne) it is found that only spocite paim of
bases oan bond together. Thess i ary : salonine

[gruring] wih thymine (prrimiding), and goanine
|purine} with cybosine |perinidin).

In ctbar worls, il &n adenme forms one membar of
a pair, om either chain, then on thes asampeins
ihe other member mvoal ba thpmins ;| smilerly for
goaninn and ovbiing, The sequence of beses on &
wingle ahnin doss nob Appodr 1o b reetried in |7|r||;v
wity. Hewwsaur, if cmly apsifio psirs of bases osn be
formed, i fellows this if the ssquenes of ks on
ome chiim 5 grven, thon the ssquenss on the other
ahain is aatomstioally dotermined,

Tt his Bosn fonnd sxpedmensallysd that the ratio
of the nmeants of sdenins 4o thymime, snd che ratio
of gukning 10 cylosing, s ahways very closs o unity
for dnnxyribom nuclee now,

It ds probahbly impoesiblo to buibd Chis siesston
with i ribosn ngmc in poe of the denxyriboss, s
the extm oxygen stom would moke too close o van
drr Wil tontaot.

The previcasly published Xeoray dota** on desxy-
rilviss woclnio el ane irafflcens for & rigonoes St
of our strugture, So far s we can cell, ic s roughly
enmpatible with tho sxpetinmntol dsta, bt it oot
he reginded st unpeered ungil it bas heen cheaked
agupat more cxnet results.  Soase of theso ane given
i Following eommninicstions. W wers n
tho details of the resalts presented thees
deviaad our atruetare, which msta maisly thongl
endirely om published experimentnl daie and steress
chamical orgussnte.

It hsm meod msomped or nodios thet the speoiilo
pairing we hove poatulsted immediotely sugpests &
prtibly copying mechanism for the genetic miberil,

Fall decails of the stroctare, inclading the con
ditions assimed @ building dt, dogether with & et
of so-ordinstes for the stoms, will ke pubdished
elsmwtesin.

We sre much mdebied to D, Jorry Donohue for
constadyt Blvice snd erdlicism, wapecially on inter-
atomic distanrm, We have ales been abtimulated by
a heowlodge of the gonoral nocus of the unpublished

syerimentsl mawlts and sdens of T lji F.

a
'\-||'|J.lclr|.-._ Dir. B, E. Pranklin sz their ce-workera st
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equipment, and to Dr. G. E. R. Deacon and the
captain and officers of R.R.8. Discovery II for their
part in making the observations,

‘YoungéOF. B., Gerrard, H., and Jevons, W., Phil, May., 40, 149
(1920), Ty

\
' Longuet-Hlgglns, M. 8., Mon, Not. Roy. Astro. Soc., Geophys. Supp.,
b, 285 (1949).

*Von Arx, W, 8., Woods Hole Papers in Phys. Ocearog. Meteor., 11
(3) (1950).

‘Ekman, V, W., Arkiv. Mat. Astron, Fysik. (Stockholm), 2 (11) (1905).

MOLECULAR STRUCTURE OF
NUCLEIC ACIDS

A Structure for Deoxyribose Nucleic Acid

WE wish to suggest 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’. They kindly made
their manuseript available to us in advance of
publication, Their model consists of three inter-
twined chains, with the phosphates near the fibre
axis, and the bases on the outside. In our opinion,
this structure is unsatisfactory for two reasons :
(1) We believe that the material which gives the

———.
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is & residue on each chain every 3-4 A, in the z-direc-
tion. We have assumed an angle of 36° between
adjacent residues in the same chain, so that the
structure repeats after 10 residues on each chain, that
i8, after 3¢ 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, They are joined
together in pairs, a single base from one chain being
hydrogen-bonded to & 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 & purine and
the other a pyrimidine for bonding to occur. The
hydrogen bonds are made as follows : purine position
1 to pyrimidine position 1; purine position 6 to
pyrimidine position 6.

If it is assumed that the bases only oceur in the
structure in the most plausible tautomeric forms
(that is, with the keto rather than the enol con-
figurations) it is found that only specific pairs of
bases can bond together. These pairs are : adenine
(purine) with thymine (pyrimidine), and guanine



DNA sample

<

\ — Beam of X-rays

| X-ray source Lead screen Photographic
plate

Rosalind Franklin , mediante la
tecnica di diffrazione dei raggl X,
ottiene delle immagini di cristalli di
DNA altamente purificato (1952):
dimostrazione della doppia
elica.

\/(

® 2000 Sinouer bssociates, Tnc.



I1 contenuto di DNA nelle cellule

v'Le cellule somatiche contengono la stessa quantita di
DNA

v'Le cellule riproduttive contengono la meta di DNA
rispetto alle cellule somatiche



Deoxyribonucleic acid
DMA
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Filamento di DNA

base azotata ( purine: adenina e
guanina; pirimidine: timina e
citosina)+ zucchero
(desossiribosio) + fosforo =

NUCLEOTIDE

nucleotidi legati dal fosforo
attraverso lo zucchero =

filamento di DNA



Figure B-3: The Four Nitrogenous Bases

11

Each base has a distinct shape that can be used to distinguish it form the others.
3D representations of the four bases are shown, with the corresponding chemical
structures drawn above.




Struttura di alcuni zuccheri

Three-carbon Five-carbon sugars
sugar

H OH OH

OH H
Glyceraldehyde l Ribose|  Deoxyribose |



Struttura a doppio filamento

5 END

5 phosphate— (). .,
¥
¥

P

3’ hydroxyl OH

3 END

3 END

v' impalcatura di
zucchero-fosfato
all’esterno ; basi
azotate all'interno
tenute 1nsieme da

legami H

v complementarieta
tra le basi

v' filamenti
antiparalleli



Legami 1drogeno
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Major
groove

Minor
groove

Conformazione a spirale della doppia elica

3)’

Le paia di basi
(bp)tengono unite la
doppia elica.

I.inizio di un filamento

di una molecola di DNA
¢ definita 5°.

LLa fine di un filamento

di una molecola di DNA
¢ definita 3°.

[ termini1 5 e 3" si1
riferiscono alla posizione
libera dello zucchero

I due filamenti in una
doppia elica sono
orientati in direzioni
opposte.



Le tre forme di DNA

DNA A

DNA Z

Doppia elica destrorsa Doppia elica destrorsa con Doppia elica sinistrosa
con 10,9 bp/g 10 bp/g (Watson e Crick) con 12 bp/g



Doppia elica

distance between hase -'— |
pairs = 0.34 nanometer |1

per ogni gIro
completo dell’elica
sono presenti dieci
nucleotidi

each full twist
of the DNA
double helix = 3.4
nanometers

1nm=10%mm

(©11997 WMadsworth Publishing Company ! TP



Sequenza del DNA

L’ordine delle
basi nucleotidiche
lungo un
filamento di DNA
e conoscluto come
sequenza



La replicazione del DNA

[1 modello di Watson e Crick offre un sistema intrinseco per copiare

accuratamente I'informazione genetica: replicazione
semiconservativa

Parental
strands

Daughter
strands

Durante la divisione cellulare tutto il DNA cellulare viene copiato:

* 1 due filamenti si separano
* vengono sintetizzati 1 filamenti complementari

* vengono prodotte due sequenze di DNA duplicate



Enzimi della replicazione

Mew strand

Leading template

Lagging template

Ol-asala

DA polymerase fragment

Collaboration of Proteins
at the Replication Fork

Apertura della doppia elica in corrispondenza dei punti di origine di replicazione
Azione di DNA elicasi che separano le due catene in entrambe le direzioni

Azione delle DNA polimerasi che sintetizzano un nuovo filamento complementare



DNA polimerasi
'_L Summary of DNA Replication J—

e La DNA polimerasi puo
sintetizzare(agglungere
dNTPs) in una sola
direzione: dall’estremita
5" verso quella 8° del
nuovo filamento che si sta
formando

* la DNA polimerasi ha

anche un’attivita

esonucleasica
3’5’(correzione di bozze)

Cverall Jiediurd iepl walion

e




Frammenti d1 Okasaki

Leading strand

< 5‘
5" Parental DNA

Okazaki fragments

3 DNA polymerase
Lagging strand

-
-

Overall direction of replication

[l nuovo filamento 3’5’
viene costruilto a
segmenti (nella
direzione 5°3’): 1
framment1 di Okasaki,
che verranno
successivamente legati

dalla DNA ligasi



Cromosoma

Particolare
organizzazione del
DNA che ¢ presente

solo 1n una

determinata fase della
vita di una cellula:



Impacchettamento del DNA

Lo } ! o il
(e 'D'—‘ e P a coil that twisls into
— == another larger coil, and

(’ﬁ" 9 __:- "'_'5_‘." *‘- : ‘f: .E-—-, Irg: : {':/ = | 50 forth, to produce

N A
Nucleosomes pack into

N ~ A1 = - condensed, supercoiled
. f[ﬁ chromatin fibers. |
e 30 nm
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coil further, forming

z B
~—=="The lo . intuem,
a chromosome,

Ogn1 cromosoma
contiene una
singola
molecola di
DNA, ripilegata
molte volte,
assoclata a varie
proteine
(1stoniche e non
1stoniche)



Quantita di DNA cellulare

Se 1l DNA si potesse
srotolare, ogni cellula
ne conterrebbe circa 2
metri, ma allo stesso
tempo la doppia elica ¢
cosi sottile ed avvolta su
se stessa da occupare un
volume microscopico.

Con tutto 1l DNA
presente nel nostro
organismo s1 potrebbe
coprire 1200 volte la
distanza fra la terra e il
sole.



Nucleosoma

DNA H1 histone
Disposizione
della molecola
di DNA attorno
a gruppi di
istoni

2 Nucleosome

Core of B Histone Molecules

Nucleosome



Nucleosomi

DNA double helix

|"| l|

Q\& i I"""\I\

A DNA molecule complexes

with histones, forming a vast
)\ number of nucleosomes.
Core of cight
h:stone molecules

Hnslone HI (Grras “”\

‘ \ &
.‘ |\“ "'-ﬂ:n.
% P ' / nnm \\‘/

=

>

l
IP
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DNA

Struttura simile
ad una collana
di perle: “le
perle” sono 1
nucleosomi



[stoni

H1

HZA

HZEB

HZ

H4

Structure of Histone Proteins

Gobular Protein

++++- + 4+ ++++ 4+

Basic &rm Basic Arm
\ -

"-.-"Elf']EIII]E vaﬂahle

() Constant (C) (v

+ + + +
== [ Terminal
M Terrmna]
: -
+

Le 5 principali
classi di 1stoni
sono altamente
conservate in
natura.



Localizzazione degli 1stoni

Linker

DNA

two H4



Funzione regolatrice degli 1stoni

Acetyltransferases Kinases

N

# Acetilazione, metilazione
e fostorilazione possono
1nibire la trascrizione

Methyliransterases



Solenoide

Ulteriore impacchettamento
della molecola del DNA

1087 Whadzwarth Publishing Companiy/ TP



Cromosoma condensato

Durante la divisione
cellulare 1 cromosomi
sono diecimila volte
piu corti: gli 1stoni ed
altre proteine sono
responsabili di questo
eccezionale
impacchettamento



Cromosoma metatasico

Estelle Levetin and Karen McMahon, Botany Visual Resource Library & 1998 The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.

chromatid ¢ @vp Chromosome

Cromosoma duplicato

costituito dai due

Centromere cromatidi fratell

Sister chromatids



Parti di un cromosoma

* centromero (attacco
delle fibre del fuso

mitotico)

* telomero (blocca le
estremita libere del DNA)

* p braccio corto

* q braccio lungo



Tipi di cromosomi umani

Metacentric

Short Submetacentric

arm p
Classificazione deil
cromosomi in base
alla posizione del

Long centromero

arm q Acrocentric

5B

3 Chromosome types |




Esatto numero del cromosomi

Le prime documentazioni
scientifiche riguardanti lo
studio del cromosomi umani
risalgono alla fine del 1800
ma fino al 1956 1l numero di
cromosomi che 1 ricercatori
contavano era estremamente
variabile, da 87 a 4:8.

Il corretto numero dei
cromosomi (46) ¢ stato
quindi stabilito solo nel 1956




Scoperta del numero dei cromosomi umani

Joe Tin Tijo (1919-2001)

ST
N



Gene

DN A the Molecule of Life f \

_. . Sui cromosomi sono

W T distribuiti circa

chromosomes 20mila geni ai quali e
atfidata 'informazione
ereditaria elementare.
Locus ¢ definita la
posizione del gene sul
cromosoma

%
*

Essi rappresentano solo 1l 10% circa di
Ogni gene & un pezzo di DNA di tutto il DNA di una cellula; 1l restante

. ) . o . . )
lunghezza molto variabile che contiene 90% considerato fino a pochi anni fa
l'informazione genetica per costruire una “DNA spazzatura”, perché non sembrava

determinata proteina. avere alcuna funzione, ha in realta un
ruolo importantissimo nella regolazione
dell’espressione genica



Wilhelm Ludvig Johanssen (1857-1927)

Ha coniato il termine gene.

Mutuato da pangen (singole unita
fisiche) del naturalista Ugo de
Vries, che aveva mutuato il termine
da pangenesi di Charles Darwin.




[ geni

Genel Gene 2 Gene 3

& & @&

Proteina 1 Proteina 2 Proteina 3

[ Geni sono sequenze di paia di basi che codificano
iInformazioni per proteine.

Hanno una grandezza che va da meno di 100 paia di basi fino
diversi milioni di paia di basi.

[1 genoma di un individuo contiene due copie di un gene
strutturale (una copia nelle cellule germinali), numerose copie
de1 geni dell’RNA ribosomiale (400) e degli 1stoni (80-40).



Struttura di un gene nucleare eucariotico

Esone: sequenza codificante

Introne: sequenza non codificante tra due esoni



Struttura di un gene nucleare eucariotico

CCAAT TATAAA codone di inizio

e

codone di terminazione

INTRONE

!
TAA
TAG
TGA

ESONI: segmenti di un gene rappresentati nell’ mRNA maturo, costituiscono le parti funzionali del gene che verranno tradette

nella sequenza amineacidica

Giunzioni esone-introne : nella maggioranza dei casi ogni introne termina all'estremita 3’ con la coppia dibasi GT e alla

estremita 3’ con Ia coppia dibasi AG

TATA-BOX : sequenze ricchein AT che si trovano a monte del sito d'inizio e che indirizzano 'RNA pelimerasi verso il
sito di inizio della trascrizione

CCAT-BOX : sequenze analoghe alle TATA, poste a monte del sito d’inizio e che agiscono come elementi regolatori della

frascrizione




[l dogma centrale

The Central Dogma of Molecular Biology

|

Primary Transcript
l Splicing

o | | i
mRNA
l Translation

MCMALCECLKCPGKVVCCCCSCACKMLLS IVFSALL
VVVIGLIVYFTVFYHKDKNTDEVQKQTPIVKMKEY*

Protein * Protein folding

Trascrizione

L’ informazione genetica viene

trasmessa dal DNA deil cromosomi all’
mRNA

Splicing

Rimozione degli introni e
tfusione degli esoni

nel’ RNA durante la
trascrizione

Traduzione

L’informazione genetica

viene tradotta dall’ mRNA
In proteina

e struttura tridimensionale della proteina



Costituzione del genoma

O DNA codificante

* Geni strutturali

* Geni per RNA ribosomiali
* Genl per tRNA

(J DNA non codificante

* Sequenze regolatricl

* DNA ripetuto

e [ntroni



RNA (acido ribonucleico)

Rihonueleic acid
RMA

Difterenze con 1l
DNA

* ribosio al posto
del desossiribosio

* uracile al posto
della timina

e filamento unico

* in alcuni casi si
riplega su se
stesso formando
tratti a doppio
filamento
(forcine)



Classificazione RNA

* pre-RNA (molecole di RNA appena trascritte; necessitano di
una serie di cambiamenti per essere forme mature)

* snRNA (piccoli RNA nucleari coinvolti nella maturazione del
pre-RNA)

* mRNA (trasporta I'informazione per la sintesi di una proteina)
* TRINA (costituiscono piu della meta di un ribosoma)

* tRNA (trasportano I'amminoacido sullmRNA)

*ncRNA o microRNA o miRNA (silenziatori genici)



Espressione genica

Processo 1n due stada:
e T'rascrizione

e Traduzione

Introne 1 Introne
2
l Sintesi di RNA (trascrizione)
Nt ™

1 Rimozione degli introni (splicing)

MRNA F
Sintesi proteica (traduzione)




Linguaggio del DNA: 1l codice genetico

Marshall Warren Nirenberg e
Heimnrich J. Matthaer (1961)

Third
pasition
(3" end)

L C A G

LU LIz = AL UGU | e | M

Ph T Cys
u [wc_lluce | g, fuac_| Y Jusc_ c
uuAT] |, | UCA UAA  Stop|UGA  Stop| A
UG GG — Uas  StopluGs Tip | G
CUL CoU CAU™ g | CGLUT] U
F'r?lT C (coa COA CAA | gy, | CGA A
Fsb 1“;’: CUG COG — cag | |caG G
= End) AL ACL — AR o [AGU | U
A |AUC lle |[ACC | g, [AAC_ AGG_L " G
AL, ] ACA AR ye [ABAT | 4 | A
ALIG ACG | anG_ | | AGG_ G
GUU™ GCU ] GALT o | GGUT u

S |Asp

G |8Uc |y [Bcc | e |8 |"F |eac (g, | ©

= y
GUA GCA GAA g, |GGA A
GLIG_ GOG EAG | GGG €]

Aming ackd names:

Ala = alanine

Arg = arginine
AEN = Asparagine
Asp = asparlate
Cys = cyslaina

Gin = gluiamins
Gilu = glufamafe
Gly = glycine

His = histicline

[l = | soleveing

Leu = leucing
Lys = lysine
Met = methicnine

Phe = phenylalanine

Pro = pralineg

Ser = serine
Thr = threcnine
Trp = trypiophan

Tier = Tyrosing

Wal = valinge




Caratteristiche del codice genetico

| SECONDBASE |
1] C A G

G G N =

& universale (presente in tutti gli organismi
viventi)

[ costituito da codoni (sequenza di 8 nucleotidi
che codificano per un amminoacido); essendo 4 1
nucleotidi, 1 possibili codoni sono 4°=64

d degenerato (poiché gli amminoacidi sono 20 e
1 codoni 64, ne risulta che un amminoacido puo
essere codificato da pit codoni)

O La terza base é meno specifica

1 61 codoni specificano amminoacidi, 3 non
specificano amminoacidi ma segnalano la fine
della catena proteica, sono detti “non senso” e

sono: UAA, UAG e UGA
M non esiste “punteggiatura”

d codone d’'inizio sempre AUG
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Modificazioni post-traduzionali

) Eliminazione di alcuni amminoacidi come la metionina

J Aggiunta o modificazione di gruppi chimici (es. il gruppo
eme dell’Hb)

J Formazione di legami tra alcuni amminoacidi

d Formazione di legami tra proteine diverse in modo da
costituire un complesso macromolecolare



