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DNA ed RNA 

DNA ed RNA 
sono polimeri 
di nucleotidi
che sono 
costituiti da 
basi 
puriniche e 
pirimidiniche
legate a 
zuccheri 
fosforilati.



DNA ed RNA 



ACIDI NUCLEICI

DNA  



Modelli di replicazione del DNA

Semiconservativo

Conservativo 

Dispersivo 



Esperimento di M. Meselson e F. Stahl, 1958

Batteri cresciuti in un mezzo 14N              Batteri cresciuti in un mezzo 15N  

Estrazione del DNA
e centrifugazione

in una soluzione di CsCl

In questo esperimento il DNA venne marcato con isotopi che ne alteravano la densità.   
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DNA leggero

Escherichia 
coli
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Gradiente di Cloruro di Cesio

100000g
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DNA in gradiente  di CsCl

DNA pesante
(15N/15N)

DNA pesante, 
leggero

(ibrido 15N/14N)

DNA 
leggero
(14N/14N)

DNA pesante, 
leggero

(ibrido 15N/14N)

Esperimento di M. Meselson e F. Stahl, 1958

Coltura di E. coli



Inizio 
Terreno 
contenente 15N

Coltura di E. coli DNA in gradiente  di CsCl

Composizione del DNA

Continuazione della 
crescita per una 
generazione 
in terreno 14N

Primo ciclo di 
replicazione

Continuazione 
della crescita per una 
seconda generazione 

Secondo ciclo di 
replicazione

Continuazione 
della crescita per una 
terza generazione 

Terzo ciclo di 
replicazione

DNA pesante
(15N/15N)

DNA pesante, 
leggero

(ibrido 15N/14N)

DNA 
leggero
(14N/14N)

DNA pesante, 
leggero

(ibrido 15N/14N)

14N/14N 15N/14N

Esperimento di M. Meselson e F. Stahl, 1958



Filamento vecchio 
di DNA

Filamento nuovo 
di DNA

Replicazione semiconservativa del 
DNA. 

I due filamenti di DNA parentale si 
separano e ciascuno serve da stampo per 

la sintesi di un nuovo filamento figlio 
mediante accoppiamento delle basi. 

Replicazione del DNA



Negli  eucarioti i nucleosomi si duplicano secondo una modalità conservativa 
degli ottameri 



Enzimi coinvolti della duplicazione del 
DNA

• Elicasi
• Topoisomerasi
• Primasi
• DNA Polimerasi III
• DNA Polimerasi I
• Ligasi



Replicazione del DNA: caratteristiche DNA polimerasi

Tutte le DNA polimerasi note 
hanno due proprietà 
fondamentali in comune che 
hanno implicazioni fondamentali 
per la replicazione del DNA:

1. Tutte le polimerasi sintetizzano 
DNA soltanto in direzione 5’-3’, 
aggiungendo dNTP al gruppo 3’ 
ossidrile di una catena in 
crescita.

2. Le DNA polimerasi possono 
aggiungere un nuovo 
deossiribonucleotide soltanto ad 
un filamento primer preformato 
che forma legami idrogeno con 
lo stampo e non sono capaci di 
iniziare la sintesi di DNA 
catalizzando la polimerizzazione 
di dNTP liberi.



Enzimi Direzione Attività Funzioni possibili
della sintesi esonucleasica

_____________________________________________________________________________________________

Procarioti

Polimerasi I 5’  3’ 5’  3’ riempimento dei “gap” lasciati dalla rimozione dell’innesco; 

3’  5’                riparazione del DNA

Polimerasi II 5’  3’ 5’  3’                riempimento dei “gap” lasciati dalla rimozione dell’innesco; 

3’  5’                 riparazione del DNA

Polimerasi III 5’  3’ 3’  5’                enzima principale della replicazione

Eucarioti

Polimerasi a 5’  3’ 5’  3’                enzima principale della replicazione (con la Polimerasi d);

riparazione del DNA

Polimerasi b 5’  3’ nessuna riparazione del DNA

Polimerasi g 5’  3’ 3’  5’               enzima principale della repl. nei mitocondri e cloroplasti        

Polimerasi d 5’  3’ 3’  5’               enzima principale della replicazione (con la Polimerasi a)

Polimerasi e 5’  3’ 3’  5’ riparazione del DNA; può cooperare con le 

Polimerasi a e d nei meccanismi principali della replicazione

DNA Polimerasi procariotiche ed eucariotiche

Replicazione del DNA- enzima DNA polimerasi



Replicazione del DNA nei procarioti: inizio 
• Inizio della replicazione in oriC riconosciuta dalla proteina DnaA e procede nelle due

direzioni opposte fino al completamento della sintesi dei nuovi filamenti.
• L’interazione richiama l’elicasi in un sito adiacente ricco di AT interazione necessaria per

apertura della doppia elica.



Enzimi nella replicazione del DNA: elicasi



Replicazione del DNA:topoisomerasi

I

II



Replicazione del DNA: DNA primasi

Quando il DNA si srotola, la DNA primasi sintetizza un breve innesco di RNA composto da circa 
5-10 nucleotidi

Stampo di 
DNA

Inizio della 
sintesi di 
RNA

Sintesi 
dell’RNA 
primer

Estensione del 
primer di RNA da 
parte della DNA 
polimerasi

Primasi                  DNA polimerasi

2. Sintesi del primer



proteine che legano il DNA

innesco 
di RNA

primasi

topoisomerasi

elicasi
proteine che legano il DNA

proteine che legano il DNA

proteine che legano il DNA
elicasi

topoisomerasi

polimerasi

3. DNA polimerasi III





III

Replicazione del DNA

Frammenti di Okazaki

Filamento veloce

Filamento lento





Replicazione del DNA

Dopo aver svolto la loro funzione gli inneschi vengono rimossi da parte di polimerasi che hanno 
attività esonuclesica 5’-3’ e i “gap” lasciati dalle rimozioni vengono riempiti dalla stessa polimerasi.

4. Rimozione dei primer

DNA polimerasi I



Replicazione del DNA
La rimozione dell’innesco

Interruzione fra i frammenti di Okazaki

RNA primer

Polimerasi I

Rimozione dell’RNA da parte 
dell’esonucleasi 5’-3’

Riempimento dell’interruzione con DNA

DNA ligasi Unione dei frammenti di DNA

5. DNA ligasi



Replicazione del DNA

Negli eucarioti 10 volte più lenta dei procarioti  2,5 X109 nucleotidi 
appaiati- impiega 6-7 ore  



Replicazione del DNA
Negli eucarioti

•RF-C  replication factor C

•PCNA antigene nucleare 
•proliferazione cellulare

•Fen1

•RNAasi H







a) DNA satellite: sequenze 
lunghe

b) DNA minisatellite: 
sequenze medie

c) DNA microsatellite: 
sequenze corte

Telomero (unità ripetute in 
tandem del minisatellite
AGGGTT). Lunghezza di
diverse kb.

DNA minisatellite ipervariabile
(particolarmente nelle regioni
vicine ai telomeri).

Centromero (vari componenti di DNA
satellite. Lunghezza di diverse Mb. 

Microsatelliti (ampiamente
distribuiti nei vari cromosomi)





Replicazione del DNA negli eucarioti : telomeri



Replicazione del DNA
Negli eucarioti







L’ attività fisica può conferire protezione contro l’accorciamento della lunghezza 
dei telomeri

Nicole C. Arsenis et al. “Physical activity and telomere length: Impact of aging and 
potential mechanisms of action” Review, Oncotarget, 2017, Vol. 8, (No. 27), pp: 
45008-45019. 



aminoacidi

Il flusso dell’informazione genetica è da DNA a RNA a proteine. Tutte le cellule, dai batteri all’uomo, esprimono la 
loro informazione genetica in questo modo – un principio così fondamentale da essere chiamato il dogma 
centrale della biologia molecolare. 

Trascrizione e maturazione degli RNA
Caratteristiche generali della trascrizione

TRASCRIZIONE
DEL DNA (sintesi di RNA)

SINTESI PROTEICA

DNA

RNA

PROTEINA

codoni



Il primo passaggio della lettura di una parte necessaria delle istruzioni genetiche di una
cellula è quello di copiare una porzione particolare della sequenza nucleotidica del suo
DNA – un gene – in una sequenza nucleotidica di RNA. L’informazione del DNA, anche
se copiata in un’altra forma chimica, è ancora scritta essenzialmente nello stesso
linguaggio del DNA – il linguaggio di una sequenza nucleotidica. Da cui il nome
trascrizione.

In termini molecolari un GENE può essere definito come un segmento di DNA che viene 
espresso per ottenere un prodotto funzionale, corrispondente o ad una molecola di RNA 
(es. RNA ribosomiali o RNA transfer) o ad un polipeptide.

Promotore                Regione codificante               Segnale di
fine trascrizione 

Caratteristiche generali della trascrizione



RNA polimerasi:

l’enzima completo consiste di 5
subunità: 2 a, 1 b, 1 b’ e 1 . La
subunità  è attaccata in modo
relativamente debole e può essere
dissociata dalle altre subunità che

costituiscono il nucleo della polimerasi

b

b’



a
a

La sequenza di DNA a cui si lega la RNA polimerasi per 
iniziare la trascrizione di un gene si chiama promotore

Sito di inizio
della
trascrizione

Trascrizione e maturazione degli RNA nei procarioti



Trascrizione e maturazione degli RNA
Nei procarioti



L’RNAm dei procarioti è policistronico

P

Regione codificante A             Regione codificante B

Nei procarioti più geni si trovano sotto il controllo di un unico promotore a formare i
cosiddetti operoni. Questi geni, in genere, codificano proteine necessarie in una
specifica via metabolica come la biosintesi di un amminoacido o il catabolismo del
glucosio. Ne consegue che l’RNAm trascritto da un operone procariotico è policistronico
cioè codifica più proteine da un singolo trascritto.

DNA

RNAm

proteine



La trascrizione nei procarioti

poliribosoma

RNA polimerasi DNA

polipeptide

RNAm

ribosoma

Ogni segmento codificante di un mRNA policistronico è tradotto in modo indipendente 
perché ogni porzione possiede il suo SITO DI LEGAME PER IL RIBOSOMA, il proprio 
CODONE DI INIZIO e il proprio CODONE DI TERMINAZIONE.



1. RNA polimerasi I:      
sintetizza i grossi RNA ribosomali 
(28S, 18S, 5,8S).
2. RNA polimerasi II:   
trascrive i geni il cui RNA verrà 
tradotto in proteine, geni di snoRNA e 
alcuni geni di snRNA.
3. RNA polimerasi III: 
sintetizza una varietà di   
RNA piccoli e stabili come l’RNA 
ribosomale 5S, gli RNA transfer e 
alcuni geni di snRNA.

Sebbene il meccanismo della trascrizione del DNA sia simile nei procarioti e negli eucarioti, il 
macchinario è considerevolmente più complesso negli eucarioti. 

Una distinzione importante tra la RNA polimerasi batterica e la RNA polimerasi II degli eucarioti è 
che (1) l’enzima eucariotico per iniziare la trascrizione necessita di proteine di inizio che devono 
legarsi al promotore prima che si possa legare l’enzima.
(2) L’inizio della trascrizione eucariotica deve tenere conto del compattamento del DNA nei 

nucleosomi e in forme di ordine superiore di struttura della cromatina, caratteristiche assenti nei 
cromosomi dei batteri.

Negli eucarioti ci sono tre tipi di RNA polimerasi:

Trascrizione e maturazione degli RNA
Negli eucarioti



RNA : molteplici funzioni
• mRNA
• tRNA
• rRNA

• TERC (telomerase RNA component)
• snRNA (small nuclear RNA componenti degli SNURP). Coinvolti 

nello splicing
• snoRNA (small nucleolar RNA) coinvolti nella maturazione 

dell’rRNA
• scRNA (small cytoplasmic RNA) componente di SRP, coinvolto 

nello smistamento delle proteine
• siRNA (small interfering RNA- 20 25 nt derivanti da lunghe 

molecole di RNA  a doppio filamento)
• miRNA (microRNA (20-25 nt) trascritti da geni specifici  che 

controllano l’espressione di 1/3 dei geni umani
• Longer non coding RNA- numero variabile di nucleotidi da 70 a 

qualche migliaio. La cui attività è ancora  sconosciuta





Promotore eucariotico. Il promotore del gene della timidina chinasi di herpes
simplex virus (HSV) contiene 3 sequenze a monte del TATA box che sono
necessari per una efficiente trascrizione: 1 CCAAT box and 2 GC boxes
(sequenze consenso GGGCGG).

esone  TATA box

elemento
prossimale
al promotore

enhancerintrone

trascrizione

Trascrizione e maturazione degli RNA
Negli eucarioti



LA TRASCRIZIONE NEGLI EUCARIOTI
TATAA

inizio della trascrizione

TFIID

TFIIB

TFIIF

TFIIE

TFIIH
RNA polimerasi II

attività proteina chinasica 
(TFIIH)

LA TRASCRIZIONE INIZIA

L’RNA polimerasi II richiede i fattori generali di 
trascrizione Le proteine sono”generali” perché si 
assemblano su tutti i promotori usati dall’RNA 
polimerasi II.
(1) Aiutano a posizionare l’RNA polimerasi 
correttamente sul promotore; 
(2) aiutano a separare i due filamenti di DNA per 
permettere l’inizio della trascrizione e rilasciano 
l’RNA polimerasi dal promotore nella modalità di 
allungamento una volta che la trascrizione è 
cominciata. 

Come la RNA polimerasi batterica, la polimerasi II rimane 
nel promotore, fino a che subisce un cambiamento 
conformazionale e viene rilasciata per iniziare a 
trascrivere un gene. Un passaggio chiave in questo 
rilascio è l’aggiunta di gruppi fosfato alla “coda” della 
RNA polimerasi (nota come CTD o dominio C-terminale). 
Questa fosforilazione è catalizzata anche da TFIIH, che, 
oltre ad un’elicasi, contiene come subunità una proteina 
chinasi. La polimerasi può allora staccarsi dal gruppo dei 
fattori generali di trascrizione, subendo una serie di 
cambiamenti conformazionali che rafforzano la sua 
interazione con il DNA e acquisendo nuove proteine che 
le permettono di trascrivere per lunghe distanze senza 
dissociarsi.



PROBLEMA NELLA TRASCRIZIONE NEGLI EUCARIOTI:

DNA è complessato a proteine



Molte modificazioni sono caratteristiche della cromatina trascrizionalmente attiva, incluse le modificazioni 
degli istoni e i riarrangiamenti dei nucleosomi. L’acetilazione degli istoni è stata collegata alla cromatina 
trascrizionalmente attiva in un largo numero di tipi cellulari. (A) Gli istoni del core (H2A, H2B, H3, H4) 
hanno domini histone fold, che interagiscono con gli istoni e il DNA del nucleosoma. Le code N-terminali 
degli istoni del core sono modificate attraverso l’aggiunta di gruppi acetilici (ac) alle catene laterali di 
specifici residui di lisina. (B) gli attivatori e repressori trascrizionali sono associati con co-attivatori e co-
repressori, che possiedono attività iston-acetiltrasferasica (HAT) e iston-deacetilasica, rispettivamente. 
L’acetilazione degli istoni è caratteristica della cromatina attivamente trascritta e potrebbe rendere più 
debole il legame degli istoni al DNA e alterare la loro interazione con altre proteine.

Coda N-terminale                  Dominio histone-fold

Lisina (K) Gruppo 
acetilico

Coattivatore 

Attivatore 

Istoni acetilati 
Cromatina attiva

Istoni deacetilati
Cromatina inattiva

Corepressore 

Repressore 

REGOLAZIONE ESPRESSIONE GENICA: ACETILAZIONE ISTONI



REGOLAZIONE ESPRESSIONE GENICA: La 
metilazione delle citosine del DNA

La metilazione delle citosine del DNA del promotore blocca la trascrizione



Maturazione degli mRNA negli eucarioti
Cap. 5’

Poliadenilazione 3’

Splicing



L’allungamento della trascrizione negli eucarioti è strettamente accoppiato alla 
modificazione dell’RNA

•Le modificazioni al 5’ e 3’ permettono alla cellula di stabilire se sono presenti entrambe le estremità 
di una molecola di RNA (e perciò se il messaggero è intatto) prima di esportare l’RNA dal nucleo 
per tradurlo in proteina. 

•IL cappuccio media il legame con in ribosomi quindi è necessario per la traduzione

•Lo splicing dell’RNA fornisce agli eucarioti superiori la capacità di sintetizzare parecchie proteine 
diverse dallo stesso gene.

Negli eucarioti



“microRNAs in the 
Genesis

of Human Cancers” 
Carlo M. Croce, M.D

La mancata espressione di un miRNA può portare a stati
patologici attraverso la disregolazione dei livelli
fisiologici di una certa proteina

Un approccio terapeutico quindi è quello di 
somministrare il microRNA assente



microRNA importanti regolatori 
dell’espressione genica

RISC: RNA-induced silencing complex



Traduzione:  dall’RNA alle proteine
Il codice genetico stabilisce la corrispondenza fra sequenza di nucleotidi 

nell’RNA e la sequenza di aa nelle proteine

Caratteristiche del codice genetico
 Triplette
 Continuo
 Degenere
 Universale

AUG  = metionina
UAA  = sempre stop
UAG = stop o pirrolisina
UGA = stop o selenocisteina



IL tRNA ABBINA IL CODONE AL SUO AMMINOACIDO CORRISPONDENTE

• Sito accettore lega aa
• Ansa TC legame RNA 5S ribosomi stabilizza 
legame codone  anticodone
• Braccio variabile
• Anticodone



APPAIAMENTO TRA  tRNA e mRNA segue la regola dell’appaiamento tra basi 
complementari tra filamenti antiparalleli



aminoacido
(triptofano)

aminoacil-RNAt
sintetasi 
specifica

RNAt
specifico

unione del Trp
all’RNAt

il Trp si lega
al codon UGG

Traduzione nei procarioti
1) Fase ATP dipendente: legame dell’amminoacido al suo tRNA 

(attivazione dell’amminoacido) ad opera di un enzima.



Appaiamento standard e non tra codone e anticodone
Appaiamento non standard del fenilalanina RNAt: formazione 

di coppie di basi G-U

RNA
t

RNA
m

ribosi
o

Guanosina              
Citosina
anticodone             codone

ribosi
o

ribosio

Guanosina              Uridina
anticodone             codone

RNAt

RNAm

ribosio



Appaiamento non standard tra codone e anticodone
Appaiamento non standard dell’alanina tRNA

RNAt

RNAm
ribosio

Inosina       Uridina
anticodone   codone

Inosina         Citosina
anticodone     codone

Inosina           Adenina
anticodone       codone

RNAt

RNAm

RNAt

RNAm

ribosio

ribosio

ribosio

ribosio

•Modificazione della
guanosina in inosina
degli anticodoni di
parecchi tRNA durante
la maturazione.

•L’inosina può
appaiarsi con C, U o A
nella terza posizione,
così che il suo utilizzo
nell’anticodone
permette ad un singolo
tRNA di riconoscere tre
diversi codoni negli
stampi di mRNA.

Inosina = ipoxantina + ribosio
Ipoxantina deriva dall’adenosina



pr
oc

ar
io

tic
i

eu
ca

rio
tic

i

I RIBOSOMI SONO NECESSARI PER TRADURRE UN mRNA CON 
RAPIDITA’ E PRECISIONE 



RNAm procariotico

RNAr 16S

Sequenza Shine-Dalgarno

5’ cap m7G

Subunità 
ribosomale 40S

5’ cap m7G

Scorrimento sul ribosoma

RNAm eucariotico

2= Allineamento dell’ RNAm alla subunità minore dei 
ribosomi

UTR

UTR



2. Fase GTP dipendente: Inizio

IF1: promuove la 
dissociazione dei 
ribosomi in subunità 
separate

IF2: lega fMet-tRNA e 
lo porta alla sub 
minore del ribosoma; 
idrolizza GTP

IF3: stabilizza la sub 
minore nella forma 
dissociata; previene la 
riassociazione delle 2 
subunità; denatura la 
forcina terminale 
3’OH dell’rRNA 16S



3) Fasi GTP dipendenti: Riconoscimento del primo codone AUG 
interazione con la subunità maggiore e 

allungamento



4) Fase GTP dipendente: Termine della traduzione quando nel ribosoma nel sito A 
arriva un codone di stop. Un fattore proteico rilascerà la proteina dai ribosomi.



Inizio della traduzione 
negli eucarioti

Subunità 40S

Attacco dei fattori 
di inizio

RNAm

Subunità 60S

Scorrimento 



SUPPLEMENTARI



La PCR- polymerase chain 
reaction 

La Taq polimerasi è stata isolata dai batteri termofili



The Polymerase Chain Reaction: 
a revolutionary invention

Kary B. Mullis
Nobel Price Chemistry 1993



PCR:
Polymerase

Chain
Reaction



PCR:
applicazioni

Ricerca di sequenze virali, batteriche ecc.



Real-time PCR is quantitative

C
t



Test per identificare sequenze del virus HPV che causa cancro della cervice uterina
(si basa sulla PCR ) 



Quantitative PCR: molecular
diagnostic

• Oncology: Assessment of minimal residual disease
following novel targeted therapy against specific
molecular defects

• Oncology:  HPV positivity in Pap-smears of uterus 
cervix 

• Virology: Assessment of presence of  HIV in lymph 
nodes 

• Dentistry: Diagnosis of infectious microbes that cause 
maxillofacial infections. Reverse transcription and polymerase 
chain reaction: principles and applications in dentistry.Santos CF,  J Appl 

Oral Sci. 2004 Mar; 12(1):1-11.

• Using DNA fingerprinting, tiny fragments of DNA can 
be isolated from a crime scene and compared to a 
huge database of DNA of convicts or criminals. 





Analisi forensiche: 
Short tandem repeats (STRs) - highly polymorphic 

regions that have short repeated sequences ( 3-5 
repeated bases)



The Nobel Prize in Chemistry 1980
Paul Berg, Walter Gilbert, Frederick 

Sanger  

DNA sequencing :  Sanger method





Electrophoresis on acrylamide gel to read  
DNA sequence



Il sequenziamento automatico del DNA



Schema del funzionamento di NGS



The Human Genome Project (HGP) refers to the International
effort, formally begun in October 1990 and completed in 2003
with the aims:
1) to determine the complete sequence of the genome
2) to discover all the estimated 20,000-25,000 human genes
3) to make them accessible for further biological study

James Watson John Craig Venter (Celera)

Human Genome Project

Francis Collins (NIH)



NEXT GENERATION SEQUENCING: how to sequence 
hundreds of millions of short sequences (35bp-100bp) in 

a single run

• The Human Genome Project-2003: took  13 years 
and $3 billion (CE)

• Sequencing of the Watson Genome by 454 (NGS)  
in 2007: $2 million

•   Sequencing a genome would take eight days at a 
cost of about $10,000. 

• today it costs about $2,000 and it takes just one to 
two days.



Informatics is needed to deal with 
very large datasets

Alan Turing
(1912-1954)

Mainframe
digital 

computers
1940s

Personal  
computers

1980s

Steve Jobs
(1955-2011)

Bill Gates
(1955-)

Cloud 
computing

2010s
INTERNET




