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Biologia molecolar e

Enzimi di restrizione
Oltre alle mutazioni ci sono anche altri marcatori genetici:i siti di riconoscimento per enzimi di restrizione.

Gli enzimi di restrizione sono endonucleas specifiche, che riconoscono ognuno una sequenza specificadi DNA, lunga
da4 a8 nucleotidi. Gli enzimi di restrizione proteggono la cellula battericadai virus degradando il DNA virade. Le
sequenze riconosciute dagli enzimi di restrizione, qualora occorrano nel genoma batterico, sono protette dalla
degradazi one da una metilazione in A o in C, ove queste sequenze si trovino in un DNA estraneo, non sono in genere
metilate e vengono quindi tagliate dalle nucleas di restrizione.

Se una mutazione cade fuori da un gene, non si nota. | siti di riconoscimento per gli enzimi di restrizione sono
ravvisabili anche fuori dai geni. Essi ci permettono lamappaturadi tratti piti o meno estesi di DNA.

Identificando i siti di restrizione, siamo in grado di capire dove gli enzimi di restrizione taglieranno.

Elettroforesi sugel di DNA b lavelocitadi migrazione € inversamente proporzional e alla dimensione dellamolecola
di DNA. Essaci permette di quantificare ladimensione di un frammento di DNA tagliato daenzimi di restrizione.

Se mutauna (o pill) base in un sito di riconoscimento per enzimi di restrizione, ci saraun taglio in meno, e il frammento
di DNA sarapiti lungo.

DNA polimerasi | di E. Coli P costituita da una subunita, formata da 3 domini:
DNA polimeras
Esonucleasi 3'p 5’
Esonucleasi 5'p 3’

Se s rimuoveil terzo dominiob frammento di Klenow b e usato il laboratorio perché molto pit veloce, anche se
perde lacapacitadi esonucleasi 5'p 3'.

Nick trandation b serve per sintetizzare filamenti di DNA marcati radioattivamente. E' il P, a ad essere marcato
radioattivamente (i P; b e gvengono rimossi nellasintesi del legame fosfodiesterico). Si usalaDNAS |, che formaun
nick in 3'-OH di un nucleotide. LaDNA polimerasi | alungail nick, rimuovendo i nucleotidi pre-esistenti. AllaDNA
polimerasi | si forniscono nucleotidi marcati. Dopo un po’, essasi fermeraelasceraun atro nick (P nick trandation),
perché non riesce a procedere piu di tanto. Il nick verra poi saldato dallaDNA ligasi.

Trascrizione (procarioti)

RNA polimeras b 5 subunita

- 2ab 40kD b lasuaestremita C-terminale si puo legare ad una sequenza UP posta a monte delle due sequenze
di consenso classiche (esamero—35 e Pribnow box); & necessaria per |’ assemblaggio del nucleo dell’ enzima
(ashb’)
bp 150kD b compiei legami fosfodiegerici trai nucleotidi
b’ P 150kD b compieilegami fosfodiesterici trai nucleotidi
s b 70kD b riconosceil promotore evi falegarel’ RNA polimeras

L’enzimadi base necessario per latrascrizione, dopo che questaé giainiziata, consta delle prime quattro subunita. La
subunitas € necessaria per iniziare latrascrizione (fariconoscere e legare allaRNA polimerasi il promotore).
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Elettroforesi
gel di agarosioPb per molecole ad ato pM (éun gel amaglie larghe)
gel di poliacrilammideb per molecole abasso pM (€ un gel amaglie strette)

Nell’ elettroforesi, 1a corrente elettrica fa migrare le molecol e cariche positivamente verso il polo negativo, e le molecole
cariche negativamente verso il polo positivo.

I1 DNA, completamente carico negativamente, migraverso il polo positivo.

Per le proteine, siccome ci sono cariche sia positivamente che negativamente, per far migrare tutte le proteine verso il
polo positivo le s ricoprono con SDS (detergente anionico). Cosi si pud misurareil pM: e proteine piu leggere migrano
pit velocemente verso il polo positivo, quelle pitl pesanti meno.

Footprinting b esperimento con cui si capisce come lasubunitas dell’RNA polimerasi riconosceil promotore.

Si prende un tratto di DNA contenente un promotore elo si mette a contatto con I’ RNA polimerasi. Quindi, si usala
DNAs |, chetaglia casuamente le varie molecole di DNA. Essa costituiratutti i possibili segmenti di DNA di varia
lunghezza. | tagli, perd, mancheranno nellaregionein cui laRNA polimerasi ha protetto la molecoladi DNA,
legandovisi. Questa regione costituisce il promotore.

I footprinting, pit in generale, é utile adeterminare le sequenze nucleotidiche riconosciute e Ie%ate da proteine che
legano il DNA. Innanzitutto, si isolaun frammento di DNA puro, marcato ad un’ estremita con **P. Questa molecola
viene poi tagliata con unanucleasi o con un reagente che producatagli casuali asingolo filamento nel DNA. Dopo che
lamolecola é stata denaturata per separarei suoi due filamenti, i sottoframmenti del filamento marcato cosi ottenuti
sono separati su gel erivelati mediante autoradiografia. 1l profilo delle bande ottenute dal DNA tagliato in presenza di
una proteina che legail DNA viene confrontato con quello ottenuto in sua assenza. Quando la proteina € presente,
coprei nucleotidi nel sito di legame e proteggei legami fosfodiesterici dal taglio. Comerisultato, i frammenti marcati
che terminano nel sito di legame verranno a mancare, lasciando un intervallo nel profilo del gel, che viene chiamato
“footprint” (orma).

Promotore(procarioti)
sequenza UP (rara)
TTGACA (esamero—35: a—-35)
TATAAT (Pribnow box: a—10)

Maggiormente le sequenze di consenso di un gene sono simili aquelle “idedi” (= che hanno per ogni locazione labase
piu ricorrente), pit forte saraquel promotore.

Se si mutano le sequenze di consenso in modo dafarle assomigliare di pit aquelleideali (mutazioni up), il promotore
diventapiu forte (b aumentalatrascrizione); se, invece, le s fanno differire ulteriormente (mutazoni down), il
promotore diventapiti debole (P diminuisce latrascrizione).

Regolazione della trascrizione

1. RNA polimerasi s legaa promotoreP complesso binario chiuso

2. RNA polimerasi gpreil DNA sul promotore complesso binario aperto

3. Inizialatrascrizione di piccoli RNA abortivi P complesso ternario aperto

4. Quando uno dei piccoli RNA riesce ad essere allungato, il fattores s stacca: finiscelafasedi inizio einizialafase
di allungamento.

Il complesso binario aperto € molto pitl stabile di quello chiuso. |l passaggio da chiuso ad aperto viene ottenuto
mediante un aumento dellatemperatura.

Il fattore s dissociato pud essereriutilizzato da altre RNA polimerasi.

Ci sono vari tipi di fattoris b in E. Coli il piticomune &s® (pM = 70 kD). Havarie regioni: la 2 interagisce con
I"esamero—10, la4 con |’ esamero—35.

In caso di heat shock, il fattores ™, che si legaai promotori dei geni normali, viene sostituito dal fattores®, chesi lega
ai promotori di geni per le proteine da shock da calore (Hsp). Esse sono proteine chaperonine che aiutano le dtre
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proteine aripiegarsi correttamente, quando queste si denaturano in seguito a heat shock. Il promotore delle Hsp &
diverso daquello dei geni normali.

Terminatori

Latrascrizioneterminaalivello delle sequenzeterminatrici o terminatori.

Ce ne sono duetipi:

- Intrinseci P DNA palindromico che formauna strutturaaforcinadi capelli (hairpin loop), seguito dauna
sequenzariccadi U. Non & necessario un appaiamento perfetto. Le coppie G-C (3 legami H) aumentano la stabilita.
Rho-dipendenti P richiedono il fattorerhob elicas ATP-dipendente apreladoppiaelicatraRNA e DNA. Rho
eunaproteinaausiliariache si legaal’RNA in fase di crescitae raggiunge I’RNA polimerasi quando questa
indugia su una sequenzaterminatrice. C'é€ comungue unaforcinadi capelli, mamancala sequenzariccadi U.

Lasequenzariccadi U nei terminatori intrinseci serve afacilitareil distacco dell’ RNA neotrascritto (A-U = 2 legami
H).

Antiterminazione b controllala capacitadell’ RNA polimerasi di continuare latrascrizione oltre un terminatore. E
operativasiane fagi, che negli operoni batterici.

Ades,, i fagi temperati comeil fagol scelgono seintraprendere lavialiticao lisogenicatramite I’ eventuale utilizzo
dell’antiterminazione. 11 fago| infettai batteri inserendo alcuni suoi geni nel genomadel batterio ospite. Sel’RNA
polimerasi batterica si fermaai terminatori b vialisogenica (il fago rimane quiescente); sel’RNA polimeras batterica
ignorai terminatori (antiterminazione) b vialitica (vengono trascritti anchei geni del fago b lisi dellacellula ospite).

Nus b proteine che aiutano I'RNA polimerasi aterminare latrascrizione. La pit importante & NusA.
Fattores b riconosceil promotore evi falegare I'RNA polimeras
NusA b riconosce il terminatore e vi fastaccare I'RNA polimeras

Entrambi sono riciclabili. Sono alternativi: I’ uno s pud attaccare quando I altro si & staccato.



