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l'enzima DNA polimerasi, in vivo, è responsabile della 
replicazione del DNA che avviene durante la mitosi.  



La PCR (Polymerase Chain Reaction, Mullis, 1983) ricostruisce in vitro uno 

specifico passaggio della duplicazione cellulare: la ricostituzione (sintesi) di un 

segmento di DNA "completo" (a doppia elica) a partire da un filamento a singola 

elica.  

 

Per iniziare la reazione occorre che il DNA stampo venga denaturato, cioè le due 

singole eliche che costituiscono il DNA devono essere completamente separate; la 

DNA polimerasi per poter funzionare ha bisogno di un innesco (primer) , ovvero di 

una regione a doppio filamento seguita da una regione a singolo filamento  

 

L'enzima, a partire dall'innesco, incorpora un nucleotide dopo l'altro, secondo la 

complementarietà delle basi dell'elica a singolo filamento (che fa da stampo), 

muovendosi in direzione 5' > 3' 



Nella PCR per formare questo innesco a forma di "scalino" si utilizza un breve 

frammento di DNA a singola elica (oligonucleotide o primer) lungo 15-30 bp, 

in grado di appaiarsi in una specifica regione di una delle due eliche del DNA, 

secondo la complementarietà delle basi. 

 

Le regione di DNA che viene amplificata è quella compresa tra i due 

oligonucleotidi. 

La PCR è una reazione ciclica costituita da 25-‐35 cicli ciascuno costituito da 3 

passaggi successivi: 

• denaturazione del DNA 

• appaiamento degli oligonucleotidi (primer) 

• polimerizzazione (montaggio dei nucleotidi da parte della DNA polimerasi). 



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.  
 
Il primer 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. 
 
 



14 sono le DNA polimerasi eucariotiche !!! 



5 sono le DNA polimerasi batteriche !!! 









Struttura proteica della pinza scorrevole di PCNA umana  
(DNA clamp o sliding clamp)  
 
fattore di processamento per la DNA-polimerasi,  promuove  e controlla  l'azione 
della polimerasi  durante la replicazione, impedendo alla polimerasi di staccarsi 
dal filamento di DNA (interazioni specifiche forti) 

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) 



La pinza scorrevole è una proteina α+β (due subunità nei batteri, tre negli eucarioti) che 
vengono assemblate in un multimero ad anello (toroidale) il quale circonda 
completamente la doppia elica del DNA 

batteri virus eucarioti 



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 





Nel caso dei BigDye Terminators 

sono i ddNTPs ad essere legati al 

fluorocromo 





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 







240 





Dal 1982 a oggi, il numero di basi in GenBank è raddoppiato ogni 18 mesi 

circa. 

Nell’ ottobre 2022 si sono raggiunte le  201 562 963 366 851 basi relative a  

240 539 282 sequenze 



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 ! 


