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Parziali modificazioni chimiche del DNA e successiva lisi

della catena nel sito adiacente al nucleotide modificato

2003



Metodo di SANGER per sequenziare oligonucleotidi

(Dideoxynucleotide chain termination)

Metodo di terminazione di catena

(o dei dideossinucleotidi)







Nessuna DNA-polimerasi è in grado di iniziare la sintesi di un filamento "da zero". Per questa

ragione le DNA-polimerasi necessitano di un oligonucleotide (primer) complementare al

filamento templato. Questo primer è costituito da poche decine di nucleotidi (18-20 basi) e funge

da innesco della reazione di amplificazione perché fornisce un gruppo idrossilico (-OH) in

posizione 3' a cui la DNA polimerasi legherà il primo nucleotide del filamento neosintetizzato.

I primer sono utilizzati in molte tecniche di biologia molecolare che richiedono la DNA-

polimerasi, come in tecniche di sequenziamento del DNA e nella reazione a catena della

polimerasi (PCR).







…pertanto:



Struttura proteica della pinza scorrevole di PCNA umana 
(DNA clamp o sliding clamp)

fattore di processività per la DNA-polimerasi, promuove e
controlla l'azione della polimerasi durante la replicazione

PCNA = Proliferating Cell Nuclear Antigen (antigene di proliferazione 

nucleare)

la presenza della pinza scorrevole aumenta notevolmente il
numero di nucleotidi che la polimerasi può aggiungere e quindi la
velocità di replicazione del filamento di DNA (fino a 1.000 volte
rispetto ad una polimerasi priva del clamp)





L’articolo descrive il 

primo sequenziamento di 

un genoma

1918 - 2013





Metodo di SANGER di terminazione di catena

(o dei dideossinucleotidi



Poiché il DNA sintetizzato contiene un gruppo marcato (radio) può essere distinto dal 

templato











Come si presenta una moderna

lastrina di elettroforesi su gel per una

separazione di oligonucleotidi.

< 400 basi



È possibile marcare il 

primer con un composto 

fluorescente diversamente 

colorato per ciascuna 

delle quattro miscele di 

reazione di terminazione 

Marcatura fluorescente

<10,000 basi

elettroferogramma











Next Generation Sequencing (NGS)

L’insieme delle tecnologie di sequenziamento degli acidi nucleici che hanno 
in comune la capacità di sequenziare, in parallelo, milioni di frammenti di 
DNA

Potenzialità di produrre, in un’unica seduta di analisi, una quantità di 
informazioni genetiche milioni di volte più grande

3 miliardi di dollari e 13 anni di lavoro (1990-2003) di 20 diverse 
università e centri di ricerca si sono resi necessari per completare nel 
2003 la caratterizzazione di un genoma umano per lo “Human genome
project”. La prima bozza del genoma si è avuta nel 2000 e il 
completamento della sequenza nel 2003

Oggi, a pochi anni di distanza, le tecnologie NGS più avanzate consentono il 
sequenziamento di un genoma umano in pochi giorni al costo di circa 
1.000 dollari.



Il vantaggio di queste tecnologie è infatti la possibilità di ottenere la 

sequenza di DNA amplificando il frammento

Amplificazione: La tecnologia si basa sull'analisi della luce emessa da ogni 

nucleotide, che permette di identificarne il tipo. Purtroppo, la luce che ognuno di 

questi emette è troppo ridotta, deve quindi essere amplificata. Per amplificarla

si utilizza di solito la PCR(reazione a catena della polimerasi

Separazione: Il filamento, amplificato al punto precedente, viene qui separato.

La separazione può essere eseguita usando un picotiter plate (PTP), una specie di 

vetrino in grado di dividere i vari nucleotidi.

Analisi: Una volta che i nucleotidi sono stati separati, è possibile analizzarli.

L'analisi viene effettuata rilevando la luce che ogni nucleotide emette, poichè

la luce emessa da ogni tipo di nucleotide è unica.

Analisi bioinformatica: Allineamento con residui in banca dati


