Sai cosa Rappresenta questa immagine?

A Adenine
| Thymine
(5 Guanine |
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Per molti di noi e forse un immagine gia nota che
rappresenta la struttura a doppia elica del DNA.

Ma per arrivare a scoprire la struttura e la funzione di
questa sorprendente molecola la strada e stata assai
lunga...
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Breve Cronistoria della Scoperta del DNA

1869 F.Miescher isola da nuclei di cellule del pus un posto organico contenente fosforo che chiamera

"nucleina”
1885-1894 | La "nucleina" contiene basi puriniche (Adenina eaina) e pirimidiniche (Citosina e Timina) [A.

Kossel]. La "nucleina” viene chiamata "acido numéi[R. Altman 1889]

1900 A. Kossel identifica anche la base pirimidinica Ulec

1910 Gli "acidi nucleici" sono polimeri di nucleotidi@é basi+pentoso
(= nucleosidi) + acido fosforico [P.A. Levene]

1924 R. Feulgen identifica la cromatina con I"acido timmleico” (quello contenente timina)

1928 F. Griffith dimostra che un "fattore" rilasciato gaeumococchi virulenti, uccisi col
calore, puo rendere virulenti pneumococchi nongeo

1930 P.A. Levene distingue due acidi nucleici sulla bdslepentoso presente nel nucleotide:
Deossiribosio—» DNA (gia acido timonucleico)
Ribosio - RNA (gia acido zimonucleico)

1944 O. Avery et al. dimostrano che il fattore trasforneadt Griffith € il DNA

1950 E. Chargaff scopre il rapporto costante 1/1 traATremnché tra G e C in DNA estratto da differenti
organismi

1951 R. Franklin studia la struttura del DNA mediant#rdrzione dei raggi X

1953 F. Crick e J. Watson determinano la struttura tniginsionale del DNA

1958 A. Komberg ottiene la sintesi di DNA con una DNA-jpeérasi estratta dascherichia coli

1961 M. Nieremberg e |.H. Matthael scoprono che l'indicamali ciascun amminoacido é data dalla
seqguenza specifica di tre basi

1961-1966 | Si decifra l'intero codice genetico
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Esperimento di Griffith (1928)

| primi indizi di una molecola in grado di trasferi
I'informazione genetica vengono messe in evideraza d
Frank Griffith con una serie di esperimenti dieiibne
sperimentale con pneumococchi di topi da laborai(@y).
Era gia noto dai tempi di Pasteur che il caloreirigrado
di rendere innocue le colture batteri¢Bg. Era noto anche T il topo muore
che alcune varianti dello pneumococco che crescegan : .
colonie di aspetto rugoso (ceppi R) non erano pigrauo
di scatenare la polmonite nell’anim#(@).

B \ gg Ceppo S
¢ @@@ ucciso col calore

%
6 Ceppo R
6 0

i

il topo vive il topo vive
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La Trasformazione batterica

L’osservazione originale di
Griffith si realizzo quando egli
provo a inoculare in combinaziong * %@
sia i batteri patogeni uccisi con il @
calore che quelli vivi, ma non - @
patogeni, di ceppo R.
Inaspettatamente gli animali
sviluppavano polmonite mortale €
dal loro sangue era possibile v ‘

isolare i batteri vivi di ceppo ® ) @ Ceppo R
patogeno. Griffith intui che dalle ‘ 0

cellule batteriche inattivate ‘
gualche sostanza veniva trasferit
a quelle innocue ed era in grado Ii
conferire ad esse le caratteristichg
di patogenicita. Griffith defini
guesta sostanza non identificata
FATTORE TRASFORMANTE.

Ceppo S5
@ tcciso cof calore

-

F

il topo muore
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La Trasformazione batterica: Esperimento di
Avery (1944)

=
Fu solo quasi due decenni dopo - \ '
che il progresso della biochimica - L > ' r
\

permise al gruppo di ricerca Avery
e McLeod di sviluppare
I'esperimento di Griffith con la
purificazione delle sostanze che
compongono le cellule batteriche
uccise. Partendo dalla coltura di
pneumococchi uccisi con il calore

I ricercatori separarono zuccheri, g@ " g@ %ﬁ

proteine, lipidi ed acidi nucleici.

| proteine ' | lipich | polisaccaridi | acidi nucleic

l A A -
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Il DNA e’ il fattore Trasformante

; ‘:?"'-x = ‘ﬂﬂr‘x {:3,:‘1.
Mescolando ciascuna delle £@ R P & &0
componenti batteriche purificate - , . .
con una coltura di pneumococchi 5 _. ' _
proteine | lipich polisaccand | ackdi nucleic

non patogeni ed inoculando le
miscele in animali diversi, solo i
topi che ricevevano pneumococchi AR . P -
innocui ed acidi nucleici degli
pneumococchi patogeni
sviluppavano la polmonite. Avery,
McLeod ed i loro colleghi
dimostrarono che il DNA el
fattore trasformante scoperto da
Griffith, ed € in grado di trasferire
I'informazione genetica.
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I geni sono sequenze di DNA che codificano la
produzione di proteine

1. Transcription |

(=]
[ =]
%ﬂiﬂﬂ l"’
%gpramhs'_'““ﬂnﬁcudun
nuclectides r" ' “polypeptide
/ chain

T
membrane

- 2. Translation

Protein svynthesis
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Il Codice Genetico

Il “messaggio” del DNA e codificato
nella sequenza dei nucleotidi

First base Second base

La sequenza di nucleotidi € interpretata

LA LIy 1AL LMGL)
P Twr 3 . . .
. uuc} uce | uac L UGC ¥ in base al codice genetico
LA, UCA “r uaa uGA + STOP
Leaw STOR
LG [ L LA UGG} T
cuu ccu CAL Hes | ©GU
e UG [ - e G
- Lews Pro Arg
LA [l i [N ain S,
UGS [, A Ll

AL ALY
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A L ACC Thr
Sl Ly, AT, TN AGS
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GuU GCuU GAU } fap | GGU

s | Guc GCC GAC GGC
cua Y | ceca M7 caa cca P S
cuc GCG gac [C Y  cec
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Il genoma degli eucarioti contiene geni “interrotti” e nel
complesso contiene piu DNA rispetto a quello dei procarioti

I Geni negli eucarioti

s Flowering plants Il

NUCLEUS Birds |

Mammals

Reptiles

Amphibians .

Bony fish l

Cartilaginous fish |

Echinoderms |

Crustaceans

Insects

Mollusks

Worms |I

Molds

Algae I

Fungi I

Gram-positive bacteria -

Gram-negative bacteria [l

Mycoplasma Il
8

10 102 10* 100 10"

Ui Translation i

Dimensione del genoma di diversi organismi
(espresso in coppie di nucleotidi)
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La nascita dell’ingegneria genetica e la tecnologia
del DNA ricombinante

1970 H. Smith isola la prima endonucleasi di restrizigHed Il1)

1973 H. Boyer e S. Cohen inaugurano la tecnologia del Did&mbinante (costruzione in
vitro di un plasmide ricombinante [ pSC101 ] chgeinto in un batterio Si
dimostrava biologicamente funzionale)

1975 Al meeting di Asilomar si propone una moratoria @sperimentazioni sul DNA ricombinante

1978 La Genetech produce l'insulina umana in E. coli

1980 La Corte Suprema di Giustizia degli U.S.A. sanclageossibilita di brevettare microrganismi manigiola
geneticamente

1981 |. Gordon genera il primo animale transgenico

1983 Si cominciano ad utilizzare i plasmidi Ti (Agrobamtim tumefaciens) per manipolare
geneticamente le piante

1988 Viene pubblicato il metodo della reazione a catdgin polimerasi (P.C.R.)

1990 Si concede negli U.S.A. I'approvazione al primoté¢imo di terapia genica sulle cellule somatichiéwamo

1994-1995 Inizia la pubblicazione delle mappe fisiche e gehetparticolareggiate dei cromosomi umani
1996 Si determina la sequenza completa del DNA di tettbmosomi di un organismo eucariotico: Sacchawesy

cerevisiae (Lievito di birra)

1997 Si realizza la clonazione nucleare di un mammife&@ecora Dolly) a partire dal nucleo di una dallu
differenziata

Viene completata la sequenza del Genoma umano
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Plasmidi

Plzsmid=

A= L 5
La forma di DNA evidenziata negli 'nk,'j + || J'.l
pneumococchi da Griffith ed Avery come *’-'—J.—ﬁ’
fattore trasformante, € un piccolo elemento Cud battorco
moblle, d!stlnto .dal cromosoma, che prende Ty
il nome diplasmide. > L ﬁ!

P A

Lo studio dei plasmidi naturali ha permesso
di sviluppare vettori artificiali per la 1

moltiplicazione di frammenti di DNA e la cFETTTITE,
sintesi di proteine nei batteri. |r®; i

o -
- - - - '-..i- B
Queste acquisizioni sono alla base della |1: l ‘

cosiddetta tecnologia del DNA ricombinante
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Vettori ricombinanti

Taglia.... E incolla!

Isolated recomhinant Plasmid engineerad for
lambda DMA a specific purpose such

CTTAAG CTTAAG 3s sequencing or
expression

The cloned piece of
DNAis cut out using
a restriction enzyme

B S
] Restrictlon
cut

Sticky ends of insert and
cut plasmid spantaneoushy
hyhridize

Anneal and ligate

)

The plasmid is grown in
£. colf and used far whatever
purpose it was selected

(€] CTTAA

Gli Enzimi di Restrizione ci permettono di L’enzima Ligasi permette di “incollare”
“tagliare” con precisione in una provetta dei tra loro frammenti di DNA in una
frammenti di DNA provetta.
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