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We wish to put forward a
radically different struecture for
the salt of deoxyribose nucleic
acid, This structure has two
helical chains each coiled round
the same axis (sce diagram). We
have made the usual chemical
agsumptions, namely, that each
chain consists of phosphate di-
ester groups joining
ribofuranose residues wit ,
linkages. The two chains (but
not their bases) are related by a
dyad perpendicular to the fibre
axis. Both chains follow ri
hande - 1
the dyad the sequences o
atoms in the two chams run
in__opposite directions. Each
chain loosely resembles Fur-
berg’s® model No. 1; that is,
the bases are on the inside of
the helix and the phosphates on
the outside. The configuration

~

Two chains coiled
round the same axis

b-D-deoxyribofuranose

Deossiribosio

desossiribosio

Both chains follow right
handed helices [...] the
two chains run in
opposite directions





https://www.youtube.com/watch?v=o_-6JXLYS-k

Chimica del DNA

Legame
glicosidico

/
2'-deossiribosio \ <

Legame
fosfoesterico

acido fosforico

HO
nucleotide (dAMP)




Zuccheri pentosi (C5)
negli acidi nucleici

ribosio 2-deossiribosio

RNA DNA



Struttura non planare

maggiormente stablli le configurazioni
C-2'e C-3' endo (verso il 5



Le basl azotate

Diverso
legame con
lo zucchero

H

C
=
N7 * CH

Adenine Guanine

|
Purines HC@CH

Pyrimidine

Cytosine Thymine
(DNA)

Pyrimidines




Nomenclatura degli acidi nucleici

hle 10-1

Nucleotide and Nucleic Acid Nomenclature

Base MNucleoside* Nucleotide* MNucleic acid

Purines
Adenine Adenosine Adenylate RNA
Deoxyadenosine Deoxyadenylate DNA
Guanine Guanosine Guanylate RNA
Deoxyguanosine Deoxyguanylate DNA
Pyrimidines
Cytosine Cytidine Cytidylate RNA
Deoxycytidine Deoxycytidylate DMNA
Thymine Thymidine or Thymidylate or DNA
deoxythymidine deoxythymidylate

Uracil Uridine Uridylate RNA

Ribonucleotide mono fosfato (NMP) = 340 Da

Desossiribonucleotide mono fosfato (dNMP) = 330 Da

Bp = base pair =660 Da —& 1000 bp =660 kDa



| nucleotidi
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OH H OH H OH H OH H

Nucleotide: Deoxyadenylate Deoxyguanylate Deoxythymidylate Deoxycytidylate
(deoxyadenosine (deoxyguanosine (deoxythymidine (deoxycytidine
5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5'-monophosphate)

Symbols: A, dA, dAMP G, dG, dGMP T, dT, dTMP C, dC, dCMP

Nucleoside: Deoxyadenosine Deoxyguanosine Deoxythymidine Deoxycytidine

(a) Deoxyribonucleotides

NH,
T
Ly

(@)
H . H

OH OH OH OH OH OH OH OH

Nucleotide: Adenylate (adenosine Guanylate (guanosine Uridylate (uridine Cytidylate (cytidine
5'-monophosphate) 5'-monophosphate) 5’-monophosphate) 5'-monophosphate)

Symbols: A, AMP G, GMP U, UMP C, CMP

Nucleoside: Adenosine Guanosine Uridine Cytidine

(b) Ribonucleotides




Il legame

fosfodiestere
unisce le basi
lungo 1 singoll

3¢
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filamenti g o—p=o




Schema del
legame fosfodiesterico
negli acidi nucleicl

Gli acidi nuceici vanno sempre letti
In direzione 5'-3'

<) >3
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Le basi azotate del due filamenti antiparallel
sl appalano mediante legami a idrogeno

H
| H
\ N, 4
I—I’O\H" g ‘
hydrogen hydrogen
bond bond
donor aceptor a

A ¢ £

X

/O""" H ~H -

H

hydrogen hydrogen
bond  bond -
acceptor donor

Interazione Acqua H O
acqua /| ammoniaca :
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Chimica dell' appaiamento
tra basi azotate

A:T

legami
Adenina ", g 52, '._. a IdrOgenO

G:C

Citosina

legami
a idrogeno
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Risonanza dei ponti idrogeno

La presenza di ponti idrogeno adiacenti stimola una ulteriore
stabilizzazione legata alla condivisione degli elettroni tra le due
molecole.

H H
. o ®/

N /
!{-' (O i —N 3 ’{-' Oy —N %

/

: Resonance stabilization of the G-C base pair

In presenza di legami idrogeno multipli si instaura una
risonanza tra di essi e
ogni legame e rinfozato dai legami adiacenti.
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Incompatibilita di appaliamento
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| 'esterno del DNA presenta due solchi
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L'esterno del DNA presenta due solchi

solco maggiore solco maggiore

accettore legami H
donatore legami H
gruppi metilici
idrogeno non polare

i

proteine che
scorrono sui solchi solco minore
vedono pattern solco maggiore colco maggiore
chimici diversi

i

e possibile leggere il
DNA senza aprire la
doppia elica

solco minore

solco minore solco minore




Riconoscimento della sequenza

Solco maggiore: A-A-D-H

Solco minore: A-D-A

Solco maggiore: A-A-D-H

" Solco minore: A-D-A

Solco maggiore: A-A-D-H

' : L " Solco minore: A-D-A

Solco maggiore: A-A-D-H

" Solco minore: A-D-A

Solco maggiore H-D-A-A

g Solco minore A-D-A

== 0 —w

_}_

Proteina
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Il DNA si avvolge prevalentemente In
modo destrorso (destrogiro)

destrogiro levogiro

L'andamento sinistrorso (levogiro) e possibille
anche se molto meno frequente
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Rotazione del legami nel DNA

La geometria dell'elica del DNA dipende dalle configurazioni dei
legami:

- all'interno dello zucchero

- esolendo : non planarita

- tra zucchero e base

- sin : entrambi nello stesso
versante del legame glicosidico

- anti : su versanti opposti rispetto al
legame glicosidico (piu frequente)

- tra zucchero e gruppo fosfato
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Rotazione del legami nel DNA

OH OH OH OH OH OH
sin-Adenosina anti-Adenosina anti-Citidina

(b)




Forme principali della doppia elica

FORMA B

La piu comune e stabile:

- simile a quella prevista da Watson e Crick

- contiene 10.5 coppie di basi per giro d'elica
- le basi sporgono perpendicolari alla fibra

- espone un solco maggiore e un solco minore
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Forme principali della doppia elica

FORMA A

Meno comune della B:

- piu compatta

- favorita in disidratazione

- basi inclinate di 20° circa rispetto all'asse
- 11 basi per giro d'elica

- solchi di uguali dimensioni (circa)

- si trova nelle doppie eliche di RNA

Forma A
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Forme principali della doppia elica

FORMA Z

La meno rappresentata:

- e sinistrorsa

- ha una forma a zig-zag

- 12 coppie di basi per giro d'elica

- dovuta a pur e pyr che si alternano
regolarmente

- e la meno caratterizzata
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Forme principall della doppia elica

26




Confronto tra le tre forme

Forma A | FormaB Forma Z
Senso dell’elica Destrorsa | Destrorsa | Sinistrorsa
Diametro 26 A 20 A 18 A
Coppie basi/giro 11 10.5 12
Distanza fra le basi 2.6 A 3.4A 3.7A
Piegamento basi rispetto alla normale all’asse 20° 6° 7°
Conformazione zucchero C3-endo | C2-endo C2’-endo (Py)
C3-endo (Pu)
: . - , : Anti (Py)
Conformazione legame N-glicosidico Anti Anti Syn (Pu)
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Spettro di assorbimento del nucleotidi

250 - 260 @ 270
Lunghezza d'onda (nm)

280

Coefficiente di estinzione

molare a 260 nm,
€260 M 'em ™)

— AMP 15400
e GMP 11700
e UMP 9900
— dTMP 9200
= CMP 7500

Figura 8.10

Spettri di assorbimento della
luce da parte dei principali
nucleotidi. Cli spettri di
assorbimento sono mostrati sotto
forma di variazione del coefficiente
molare di assorbimento. | suoi valori
(£260),@ 260 nm e a pH 7,0, sono
riportati nella tabella a fianco. Gli
spettri dei corrispondenti
ribonucleotidi e deossiribonucleotidi,
come pure quelli dei nucleosidi,
sono essenzialmente identici. Per
una miscela di nucleotidi, le misure
di assorbimento della luce vengono
effettuate usando una luce a 260
nm (linea verticale tratteggiata).

Coefficiente di estinzione molare ¢

Assorbanza (densita ottica) di una soluzione a concentrazione 1M attraverso

una cuvetta a cammino ottico di 1 cm, ad una certa lunghezza d'onda.
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Spettro di assorbimento del nucleotidi

Tabella 13-2. Costanti spettrofotometriche per i nucleosidi pu-
rinici e pirimidinici

Coefficiente di
estinzione
molare x 107

Adenosina 15.4
(Guanosina 5 7
Citidina 8.9
Uridina 10.0
Timidina 10.0

Nucleosidi




Curva di melting del DNA

associazione / dissociazione
cooperativa

singolo filamento

le basi nei singoli
filamenti assorbono piu
radiazione luminosa

§

o
N

doppio filamento

le basi appaiate
assorbono meno
radiazione luminosa

Tm = punto di fusione
temperatura alla quale
meta DNA e denaturato

§

T

m

temperatura (°C)




Relazione tra GC% e resistenza alla
denaturazione

zone piu
difficili
da aprire

zone piu
facili
da aprire
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Ibridazione del DNA

DNA contenente maolecola di DNA

la rogione a maolecole di DNA denaturate col calore mancante della regione a Zona rossa presente
" in Amanon in B

\

denaturazoine
termica

raffreddamento lento e inizio = ‘
. ¥

della rinaturazione raﬁreddamento

della miscela
inizio
rinaturazione

rinaturazione terminata l

formazione anse se
forte

complemementareita
al lati




Denaturazione
reversibile e
rlassociazione
del DNA

Partlal]y denatured

' & ,.."."‘.: .
-'_.',-’:f’ N

DNA

Separation Association of
of strands strands by base
pairing

Separated strands
of DNA in random coils




Rinaturazione e competizione

/ Frammento

complementare

Bersaglio

In una gara di ibridazione

Chi vince?

Chi si associa piu velocemente? Filamento complementare
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