
Struttura e replicazione del DNA



Breve storia del DNA
(da Mendel al sequenziamento del genoma umano)

- 1865. Gregor Mendel descrive le "unità di eredità" 

- 1869. F. Miescher isola la "nucleina" (DNA) dalle cellule germinali di trota. 

- 1903. W. Sutton propone l’ipotesi che i cromosomi contengano materiale genetico

- 1908. T.H. Morgan avanza l’ipotesi che i geni possano mutare, in base a studi su Drosophila

- 1927. H. Muller scopre che i raggi X provocano mutazioni nei cromosomi

- 1928. F. Griffith scopre il “principio trasformante”

- 1941. G. Beadle e W. Tatum propongono l’ipotesi “un gene - un enzima" 

- 1944. O. Avery, C. MacLeod e M. McCarty dimostrano che il DNA è il cosiddetto “principio 

trasformante” scoperto da F. Griffith

- 1952. A. Hershey e M. Chase dimostrano che il DNA contiene materiale genetico 

- 1953. Scoperta della struttura a doppia elica del DNA da parte di J. D. Watson e F. Crick

- 1960. Scoperta dell’RNA messaggero 

- 1966. Identificazione completa del codice genetico da parte di M. Nirenberg e S. Ochoa

- 1973. Clonazione dei geni eucariotici in vettori plasmidici

- 1976.  J. Gurdon ottiene la prima clonazione di un vertebrato (un anfibio) 

- 1977. Metodo di F. Sanger per il sequenziamento del DNA: primo genoma virale sequenziato

- 1984. Inizio del Progetto Genoma Umano, con durata prevista di 20 anni

- 1993. Prima prova di terapia genica nell’uomo

- 1995. Primo genoma di una organismo vivente completamente sequenziato (l’archeobatterio 

Methanocaldococcus jannaschii) 

- 1997. Prima clonazione di un mammifero (la pecora "Dolly“)

- 2001. Sequenziamento (più o meno completo) del genoma umano

(F. Sanger et al., HGP; J. Craig Venter et al., Celera Genomics) Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Esperimento di F. Griffith (1928)

su Streptococcus pneumoniae

(Eubacteria Firmicutes)

Pneumococchi R (rough), innocui

Pneumococchi S (smooth), mortali

Gli pneumococchi R vivi, mescolati agli pneumococchi S uccisi con il calore, 

producevano pneumococchi S vivi e mortali

Frederick Griffith

(1879-1941)

Fonti:

Sadava et al., 2014; 2019



Il “principio trasformante” 

di F. Griffith

Griffith attribuì i risultati dei suoi esperimenti ad un 

‘‘principio trasformante’’ che non riuscì ad identificare: morì 

nel 1941 nel suo laboratorio durante un bombardamento 

aereo su Londra, insieme al collega William Scott

Fonte: Griffith F., J. Hygiene 27: 113-159, 1928



Il “principio trasformante” scoperto da Griffith fu in seguito identificato da 

O. Avery,  C. McLeod e M. McCarty (1944):

si trattava dell’acido deossiribonucleico, meglio noto come DNA

Fonti: Avery et al., J. Exp. Med. 79: 137-158, 1944

Sadava et al., 2014; 2019



La ‘‘regola di Chargaff’’ (1949)

Filmato

Erwin Chargaff (1905-2002)

Studiando la composizione del DNA, Erwin Chargaff, un 

biochimico americano di origine austriaca, aveva notato 

una curiosa caratteristica:

 il DNA isolato da organismi diversi conteneva sempre

una quantità di adenina uguale a quella di timina, ed 

una quantità di guanina uguale a quella di citosina

Fonte: Chargaff et al., J. Biol. Chem. 177: 405-416, 1949



Esperimenti di Alfred Hershey e Martha Chase sul batteriofago T2, 

virus del batterio Escherichia coli (1952)

Hershey e Chase marcarono i 

batteriofagi con isotopi radioattivi:

35S per le proteine del capside 

(nell’amminoacido cisteina) e 32P 

per il DNA (nel fosfato) 

Dopo avere permesso ai batteriofagi di 

infettare cellule di E. coli, separarono i 

capsidi dalle cellule infettate ed 

osservarono che all’interno delle cellule 

era rimasto il materiale marcato con 32P Quindi la molecola in grado di trasmettere l’infezione 

del batteriofago era il DNA (e non le proteine)

Fonte: Hershey and Chase, J. Gen. Physiol. 36: 39-56, 1952



James D. Watson, Francis Crick e il modello del DNA:

l’inizio della biologia molecolare

Fonte: Sadava et al., 2014



Rosalind Elsie Franklin (1920-1958)

…avrebbe dovuto condividere con J.D.Watson, F. Crick e M. Wilkins 

il Premio Nobel nel 1962, ma non ebbe alcun riconoscimento

Valente cristallografa presso il laboratorio di M. 

Wilkins a Cambridge, riuscì ad ottenere nel 1952 una 

eccezionale foto a raggi X (nota come foto n. 51) di 

un cristallo puro di DNA

Rosalind Franklin morì nel 1958 (a soli 37 anni) per un tumore 

ovarico, con ogni probabilità provocato dall’esposizione 

prolungata ai raggi X durante il suo lavoro

Fonti: Sadava et al., 2014; 2016



Il DNA a raggi X

Basandosi sulla foto n. 51 ottenuta da Rosalind Franklin e sulla regola di Chargaff, 

James Watson e Francis Crick costruirono il primo modello del DNA

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



Watson e Crick scrissero su “Nature” nel 1953:

"It has not escaped our notice that the specific (base) pairing 
we have postulated immediately suggests a possible copying 

mechanism for the genetic material.“

“Non ci è sfuggito il fatto che l’appaiamento specifico 

delle basi suggerisca un possibile meccanismo di 

copiatura del materiale genetico…”

Uno dei più famosi 

“understatement” della storia…

Fonte: Watson and Crick, Nature 1953



Il DNA ha una struttura a doppia elica ed il suo meccanismo di replicazione 

sembra ovvio, ma…. come avviene effettivamente questo processo?

In realtà è molto più complesso di quanto appaia a prima vista

Replicazione del DNA

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



(a) Hypothesis 1:

Semi-conservative 

replication

(b) Hypothesis 2:

Conservative replication

Intermediate molecule

(c) Hypothesis 3:

Dispersive replication

Primo problema: il modello di replicazione del DNA

Inizialmente furono formulate tre ipotesi

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Replicazione conservativa, semiconservativa e dispersiva

Oggi sappiamo che l’unica modalità corretta di replicazione è quella 

SEMICONSERVATIVA, ma come è stata dimostrata la correttezza di questa ipotesi?

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Prova della replicazione semiconservativa del DNA:

i classici esperimenti di Matthew Meselson e Franklin Stahl (1958)

Meselson e Stahl usarono cellule di E. coli cresciute in un 

mezzo di coltura in cui i precursori delle basi del DNA erano 

marcati con l’isotopo dell’azoto 15N (azoto ‘‘pesante’)

Le cellule avevano quindi un DNA marcato con azoto 

‘‘pesante’’, che nel gradiente di densità della centrifugazione 

in cloruro di cesio si accumulava verso il fondo della provetta

(banda ‘‘pesante’’)

Il DNA normale (con azoto 14N) si collocava nella parte alta 

del gradiente di centrifugazione (banda ‘‘leggera’’)

Fonte:

Meselson and Stahl, PNAS 44: 671-682, 1958



Esperimento di M. Meselson e F. Stahl
(definito ‘‘il più elegante della storia della biologia’’)

Dopo avere fatto replicare una volta sola le cellule 

marcate con azoto ‘‘pesante’’ in un mezzo di coltura 

con azoto normale, Meselson e Stahl estrassero il DNA 

replicato e lo centrifugarono

La banda di centrifugazione del DNA si collocava in un 

punto intermedio del gradiente (banda ‘‘ibrida’’)

Dopo un secondo ciclo di replicazione, la banda 

‘‘pesante’’ scompariva e appariva una banda 

‘‘leggera’’, al di sopra della banda ‘‘ibrida’’
Fonte: Meselson e Stahl, 1958;

Sadava et al., 2014; 2019



La replicazione del DNA è quindi solo semiconservativa

La banda ‘‘ibrida’’ comparsa dopo 

il primo ciclo di replicazione 

permetteva di escludere che la 

replicazione fosse conservativa
…e la comparsa di una banda ‘‘leggera’’ insieme a quella 

‘‘ibrida’’ dopo il secondo ciclo di replicazione permetteva 

di escludere che la replicazione fosse dispersiva Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Ma vi era un altro problema fondamentale:

i due filamenti della doppia elica del DNA sono ANTIPARALLELI….

Esistevano forse due enzimi diversi nella 

replicazione, cioè uno che aggiungeva nucleotidi 

in direzione 5’  3’, e l’altro in direzione 3’  5’ ?

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



Arthur Kornberg (1928-2007)

Nel 1956 scoprì l’enzima fondamentale che 

esegue la replicazione del DNA,

la DNA polimerasi

Premio Nobel 1959 per la Medicina e la 

Fisiologia, insieme a Severo Ochoa

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



La DNA polimerasi esegue l’appaiamento e l’aggiunta di nuovi 

nucleotidi SOLO in direzione 5’  3’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



Appaiamento dei nucleotidi e allungamento del nuovo 

filamento di DNA in direzione 5’  3’

L’aggiunta di nuovi nucleotidi tramite legami fosfodiesterici avviene 

‘in coda’ al nucleotide precedente (polimerizzazione di ‘‘coda’’)

Fonte: Alberts et al., 2002



Allungamento della catena del DNA

Filmato Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



Dato che i due filamenti di DNA sono antiparalleli,

la loro replicazione avviene in modo diverso

Consideriamo una “forcella” di replicazione,

ad esempio nel DNA circolare di un batterio:
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Fonte: Voet et al., Fundamentals of Biochemistry, 

John Wiley & Sons, 2006



Frammenti di Reiji Okazaki e Tsuneko Okazaki (1968)

Reiji Okazaki 

(1930-1975)

Tsuneko Okazaki 
Professore Emerito 

all’Università di Nagoya

Premio UNESCO ‘‘Women 

in Science’’ 2000

Okazaki  et al. "Mechanism of DNA chain growth. I. Possible 

discontinuity and unusual secondary structure of newly 

synthesized chains“. PNAS 59: 598-605, 1968

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019

Okazaki et al., 1968; Okazaki, PJAS 93, 2017



Replicazione del DNA: “primer”, “bolle” e “forcelle”

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



L’enzima “primasi” costruisce il “primer” (in italiano “innesco”), un tratto di RNA ibridato 

con il DNA stampo, per fornire alla DNA polimerasi una estremità 3’ da cui iniziare ad 

aggiungere nucleotidi SEMPRE in direzione 5’  3’

Fonte: Sadava et al., 2014



In ogni forcella di replicazione vi sono due DNA polimerasi 

(“dimero”), una per ciascun filamento

Entrambe aggiungono nucleotidi in direzione 5’  3’, ma in 

direzione diversa rispetto alla forcella di replicazione

Filmati

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2014



Fonte: Voet et al., 2006Filmati



Riassunto degli eventi della replicazione del DNA

in ritardo

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019 



Origine della replicazione

La replicazione del DNA inizia in 

corrispondenza di una specifica 

sequenza di basi, detta ‘‘origine 

della replicazione’’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019 



La replicazione del DNA è bidirezionale sia nei Procarioti 

sia negli Eucarioti, ma…

- nei Procarioti vi è un’unica origine 

della replicazione (ori) e la ‘bolla’ di 

replicazione è una sola

- negli Eucarioti vi sono fino a 1000 

origini della replicazione e numerose 

‘bolle’ di replicazione

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012



La replicazione bidirezionale del DNA inizia da una origine (“ori”) 

nei Procarioti (ad esempio in E. coli)

Nelle due forcelle opposte della “bolla” di 

replicazione il filamento “guida” diventa “in 

ritardo” e viceversa
Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Voet et al, 2006 



Negli Eucarioti la replicazione inizia in più punti del cromosoma lineare, in regioni 

“ORC” (“origin recognition complex”) a cui si legano altre proteine

Fonti:

Sadava et al., 2014; 2019;  

Voet et al, 2006 



La DNA polimerasi ha inoltre un ruolo fondamentale nel riparo dei 

tratti di DNA con basi errate o lesionate (‘mismatch repair’)

Per la scoperta di questo meccanismo di riparo del DNA

Paul Modrich ha ricevuto il Premio Nobel 2015 per la Chimica

insieme a Tomas Lindahl e Aziz Sancar

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019 



Fonti: https://www.nobelprize.org; Voet et al., 2006 



Attività di “correzione di bozze” (“proofreading”) della DNA polimerasi

- La DNA polimerasi non copia il DNA in modo 

perfetto, ma commette un errore più o meno ogni 

miliardo di basi copiate

- Alcune DNA polimerasi (non tutte) sono in grado di 

eseguire la correzione degli errori muovendosi 

all’indietro di una base ed esercitando una attività 

esonucleasica in direzione 3’-5’ che taglia la base 

errata (“proofreading” o “correzione di bozze”)

- Dopo il taglio della base errata, la DNA polimerasi 

inserisce la base corretta in direzione 5’-3’ e 

prosegue nella replicazione

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Alberts et al., 2002



DNA polimerasi nei Procarioti

Enzima Funzione Attività esonucleasica*

DNA pol I Riparo del DNA e replicazione 5'-3' e 3'-5‘

DNA pol II Riparo del DNA 3'-5‘

DNA pol III Complesso multimerico,

principale enzima della replicazione 3'-5‘

DNA pol IV e V Sintesi da translesione (TLS) No 

*L’attività di sintesi del DNA è SEMPRE in direzione 5’-3’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



DNA polimerasi negli Eucarioti

Enzima Funzione Attività esonucleasica*

DNA pol α Allungamento degli RNA primer No

DNA pol β Riparo del DNA No

DNA pol γ Replicazione del DNA mitocondriale 3'-5‘

DNA pol δ Principale enzima della replicazione 3'-5‘

DNA pol ε Replicazione del DNA (filamento guida) 3'-5‘

DNA pol η Sintesi da translesione (TLS) No

*L’attività di sintesi del DNA è SEMPRE in direzione 5’-3’

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



DNA polimerasi da translesione (TLS) 

- Se avviene un danno al DNA sul filamento guida, la replicazione si ferma su questo 

filamento, ma prosegue sul filamento in ritardo fino a quando la DNA polimerasi sul 

filamento guida è sostituita da una DNA polimerasi da translesione (TLS)

- La DNA polimerasi TLS permette alla replicazione di proseguire, dopo avere “saltato” 

il gruppo di basi lesionato, che sarà poi riparato con qualche errore

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019



Dimeri di pirimidine (timina o citosina) 

- I dimeri di pirimidine sono una tipica lesione molecolare del 

DNA provocata da esposizione a raggi ultravioletti A (UVA, 

400-100 nm)

- Gli UVA “saldano” insieme due pirimidine, vicine sullo stesso 

filamento, deformando il DNA e bloccando la replicazione

Per la scoperta del meccanismo di riparo di queste lesioni del DNA, Aziz Sancar ha 

ricevuto il Premio Nobel per la Chimica 2015 insieme a Tomas Lindahl e Paul Modrich

Se non riparati, i dimeri di pirimidine sono una delle 

cause principali del melanoma, un tumore della pelle

Fonti: Karp, 2002; Sadava et al., 2014; 2019; https://www.nobelprize.org



Riparazione del DNA a livello dei telomeri:

l’enzima telomerasi

Elizabeth Blackburn e la sua allieva Carol Greider, studiando il 

ciliato Tetrahymena termophila, scoprirono nel giorno di Natale 

1984 l’enzima telomerasi, una trascrittasi inversa che “ripara” le 

estremità delle molecole di DNA usando come “stampo” RNA

Fonte: Greider and Blackburn, Cell 43: 405-413, 1985



Funzionamento 

della telomerasi

La telomerasi a trascrittasi inversa (“telomerase reverse 

transcriptase”, TERT) è una proteina con attività 

retrotrascrizionale che usa come stampo una molecola di RNA

per replicare i telomeri dei cromosomi degli Eucarioti

La sequenza dell’RNA stampo, 5'CAACCCCAA 3', si appaia con 

l’estremità 3’ del filamento di DNA con la sequenza d(TTGGGG)

Una sequenza parziale TTG è aggiunta al telomero, poi l’enzima 

si ferma e trasporta lo stampo di RNA per iniziare la sintesi del 

DNA in unità ripetitive di 6 coppie di basi

La telomerasi di Tetrahymena pausa sempre in corrispondenza 

della prima G della sequenza ripetuta

TERT di Tetrahymena sp.

Fonte: Greider and Blackburn, 1985



- Da una piccolissima quantità di DNA genomico è 

possibile ricavarne una quantità sufficiente per 

studi o analisi, “amplificando” (copiando molte 

volte) il campione tramite PCR

- L’enzima (Taq polimerasi) usato per “amplificare” il 

campione di DNA iniziale è SPECIALE, perché 

funziona a temperatura elevata  (72 °C), di norma 

incompatibile con l’attività enzimatica

- L’enzima è stato estratto dall’eubatterio 

ipertermofilo Thermus aquaticus, che vive nelle 

sorgenti termali del parco di Yellowstone (USA)

Applicazioni degli studi sul 

meccanismo di replicazione del DNA:

la reazione a catena della polimerasi

(Polymerase Chain Reaction o PCR)

FilmatoFonti: Sadava et al., 2014; 2019; http://www-biology.ucsd.edu



Il termociclatore 

(“thermocycler”), strumento 

per l’amplificazione del 

DNA tramite PCR

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; http://www-biology.ucsd.edu



L’amplificazione del DNA e l’analisi dei campioni 

amplificati permette una identificazione precisa di ogni 

individuo (‘‘DNA fingerprinting’’ o ‘‘DNA profiling’’)

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019

https://www.s-cool.co.uk



Vari tipi di sequenze del DNA nucleare e 

mitocondriale sono usate a scopo forense

Fonte: Jobling and Gill, Nature Reviews 5: 739-751, 2004



L’identificazione del DNA individuale è 

fondamentale in criminologia o nei casi di 

accertamento di paternità

Fonte: Jobling and Gill, 2004



Il primo genoma interamente sequenziato è stato quello

del virus batteriofago fx174 (5375 nucleotidi) nel 1980

Frederick Sanger (1918 - 2013)
Due volte Premio Nobel per la Chimica (unica persona 

ad averlo ricevuto due volte in questa disciplina)

… e nel 1980 (insieme a W. Gilbert 

e P. Berg) per la scoperta del 

metodo di sequenziamento 

“dideossi” del DNA (metodo di 

Sanger) che ha permesso di 

sequenziare per la prima volta un 

intero genoma (quello del 

batteriofago fx174) e di iniziare il 

Progetto Genoma Umano

Nel 1993 Sanger partecipò alla fondazione di un Istituto di ricerca che porta il suo nome 

(“Sanger Institute”) che ha dato un contributo fondamentale al sequenziamento del genoma 

umano ed è tuttora uno dei più importanti centri di ricerca genomica del mondo 

- nel 1958, per la scoperta del metodo per 

sequenziare gli amminoacidi nelle proteine e per il 

primo sequenziamento di una proteina, l’insulina…

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; https://www.nobelprize.org



Metodo di Sanger (o dei dideossinucleotidi)

per il sequenziamento del DNA

“I was just a chap who messed about in his lab”.

(F. Sanger, 1988) 

Fonti: Sadava et al., 2014; 2019; Solomon et al., 2012


