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damentali, senza la distrazione che potrebbe derivare 
da contenuti ormai superati o di importanza marginale. 

 Dato l’ampio numero di esempi legati alle malattie  
umane, è un testo ideale per tutti i corsi di laurea in 
cui si approfondisce lo studio della medicina e della 
salute umana.

 Ogni capitolo è dotato di un’esaustiva scheda ripielo-
gativa I CONCETTI IN SINTESI, che riassume i contenuti 
e facilita ulteriormente la messa a fuoco di quelli più 
rilevanti e delle relazioni tra essi.

 Tra le novità, questo libro fornisce un’introduzione 
comparativa tra eucarioti e procarioti, chiara e appro-
fondita, che illustra come cambiano i processi cellulari 
nei diversi organismi: un contenuto fondamentale per 
comprendere la biologia molecolare nel suo complesso 
e nel quadro evoluzionistico.

 I metodi e le tecniche sperimentali più importanti 
sono raccolti nelle schede TECNICHE, mentre gli argo-
menti di frontiera o che affrontano particolari strategie 
sperimentali sono trattati nelle schede FOCUS.

 I capitoli si concludono con una ricca dotazione di 
domande aperte, I CONCETTI IN PRATICA, che stimolano 
il pensiero critico e l’applicazione di quanto appreso in 
contesti sperimentali e medici, attraverso tre tipologie 
di attività: Domande di analisi, Esercizi esplorativi, 
Domande su casi reali.

 Una scrittura scorrevole e una ricca dotazione di di-
segni e fotografie, unite a un’accurata selezione degli 
argomenti, rendono Fondamenti di biologia molecolare
un prezioso alleato per comprendere a pieno i concetti 
chiave della disciplina e le sue applicazioni in maniera 
semplice ma aggiornata e completa.

 Le ricadute e le implicazioni in ambito medico 
sono trattate in modo esteso e capillare, in particolare 
sono introdotte nel testo e approfondite nelle schede 
MEDICINA, che permettono di inquadrare i processi 
molecolari e i loro malfunzionamenti nel contesto delle 
patologie; inoltre, un intero capitolo è dedicato alle ap-
plicazioni della biologia molecolare per la salute umana.

 Per rendere più profonda e significativa la compren-
sione, gli argomenti sono presentati secondo l’approc-
cio della ricerca: scoperta, osservazione, domanda, 
progettazione sperimentale, raccolta dati e conclusione.

 Il linguaggio tecnico della biologia molecolare è in-
trodotto gradualmente e spiegato in maniera semplice, 
comprensibile anche per chi non lavora ancora in labo-
ratorio. Molto rilievo è dato ai concetti e alle idee chia-
ve, affinché siano facilmente individuabili e assimilabili.

 Questa seconda edizione contiene le nuove tecniche 
sperimentali e le scoperte più recenti e importanti della 
biologia molecolare. Inoltre, fornisce tutto il supporto 
necessario per una solida conoscenza dei concetti fon-

XIII
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che la struttura proposta da Watson e Crick suscitò l’in-
teresse della scienza solo dopo che si comprese il ruolo 
di questa molecola nella sintesi proteica (Capitolo 1). 
D’altro canto, è vero anche che non si può compren-
dere appieno la funzione di qualcosa senza una buona 
conoscenza della sua struttura. Uno degli scopi di que-
sto capitolo è quello di fornire una descrizione della 
struttura del DNA, tenendo a mente la sua funzione 
nelle cellule viventi.

Spesso ci s’immagina il DNA come una sequenza 
unidimensionale di lettere organizzata in una struttura 
invariante a doppia elica simile a una scala a chiocciola. 
Questo capitolo vuole introdurre il concetto che il DNA 
è una molecola dinamica, la cui tridimensionalità ha 
ripercussioni importanti sulla sua funzione. Durante 
il seminario tenuto nel 1998 dall’European Molecular 
Biology Organization (EMBO, Organizzazione Europea 
di Biologia Molecolare) sulla curvatura e sul ripiega-
mento del DNA, due intere sessioni furono dedicate 
a stabilire una nomenclatura comune per descrivere 
la geometria delle catene e delle eliche degli acidi nu-
cleici. Ne emerse che il DNA può piegarsi, ruotare come 
un’elica, formare gobbe, arrotolarsi, inclinarsi, oscillare, 
allungarsi, alzarsi, scivolare e spostarsi! Ma prima di 
approfondire lo studio della flessibilità degli acidi nu-
cleici, diamo un’occhiata alla loro più nota struttura 

Le metafore per descrivere il DNA diventano sempre 
più numerose con il tempo: prima una stringa di co-
dice, poi una scala a chiocciola e, adesso, qualcosa di 
molto simile agli origami.
Pennisi, E. Science 347(6217), 10 (2015), © 2015 AAAS

Introduzione

La doppia elica del DNA è un’icona della biologia mo-
derna, una forma che compare nelle gallerie d’arte così 
come nel logo di molte industrie. Se lo si guarda dal 
punto di vista chimico, il DNA è un polimero costitui-
to da mattoncini detti nucleotidi. Ciascun nucleotide 
è formato da uno zucchero, un gruppo fosfato e una 
delle basi azotate adenina (A), timina (T), citosina (C) 
e guanina (G). Come questi tre elementi si organizzino 
per formare un nucleotide e come i nucleotidi si leghino 
tra loro era noto già prima del 1953. Quello che Watson 
e Crick scoprirono è il modo in cui i due filamenti si 
dispongono nello spazio per dar vita alla doppia elica. 
La struttura del DNA è sicuramente piacevole dal punto 
di vista estetico, ma rimane fine a sé stessa se non se ne 
capisce il legame con la sua funzione. È bene ricordare 

2.1

Scarica GUARDA!
e inquadra qui
per vedere le risorse 
digitali di questo 
capitolo

La struttura del DNA2

La doppia elica nell’arte [Julie Newdoll, Dawn of the Double Helix, olio e tecniche miste 
su tela, © 2003, www.brushwithscience.com.]
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Gli zuccheri a cinque atomi di carbonio

Le subunità nucleotidiche dell’RNA contengono uno 
zucchero pentosio (a cinque atomi di carbonio) chia-
mato ribosio, mentre quelle del DNA lo zucchero 
deossiribosio. Gli zuccheri differiscono soltanto per 
la presenza o per l’assenza (deossi, senza ossigeno) di 
un atomo di ossigeno sul carbonio in posizione 2 dell’a-
nello dello zucchero. Seppur minima, questa differenza 
fra RNA e DNA ne influenza drasticamente la funzione. 
La notevole versatilità dell’RNA dipende in modo cru-
ciale da questo gruppo idrossile aggiuntivo (Capitolo 3). 
Per distinguere tra loro i diversi atomi di carbonio del 
pentosio, a ciascuno è assegnato un numero da 19 a 59
(1 primo, 5 primo). Il segno di primo viene usato nella 
numerazione delle posizioni dell’anello degli zuccheri 
per differenziarle dalle posizioni dell’anello delle basi. 
In entrambi gli zuccheri, uno dei cinque atomi dell’a-
nello è un ossigeno e il quinto carbonio (o carbonio 59) 
è esterno all’anello.

Le basi azotate

Come il nome stesso suggerisce, una base azotata è una 
molecola che contiene azoto e che ha le proprietà chi-
miche di una base, cioè di una sostanza che accetta uno 
ione H1 (o protone) in soluzione. In biologia molecolare 
è convenzione comune usare il termine generico basi per 
riferirsi alle basi azotate. Le basi adenina (A) e guanina
(G) hanno una struttura con un doppio anello di carbo-
nio-azoto e sono dette purine. Le altre tre basi, timina
(T), citosina (C) e uracile (U), hanno una struttura a 
singolo anello e sono chiamate pirimidine. Mentre la 
timina si trova nel DNA, l’uracile è specifico dell’RNA.

Pochi anni prima che Watson e Crick proponessero 
la struttura tridimensionale del DNA, Erwin Chargaff 
mise a punto un metodo di cromatografia su carta 
che consente di misurare in quale quantità ciascuna 
base è presente all’interno di un DNA (Capitolo 13). 
Chargaff osservò una certa regolarità nel rapporto tra 
le concentrazioni molari delle diverse basi (Figura 2.2), 
osservazioni oggi dette regole di Chargaff. Il ricerca-
tore dimostrò che, in tutti i campioni di DNA, la con-
centrazione molare di A è uguale a quella di T, ovvero 
[A] 5 [T], dove la concentrazione molare della base è 
indicata dal simbolo della base racchiuso tra parentesi 
quadre. In modo analogo, la concentrazione molare di 
G equivale a quella di C: [G] 5 [C]. Inoltre, la quantità 
delle basi puriniche è uguale a quella delle basi pirimi-
diniche: [A] 1 [G] 5 [T] 1 [C]. Chargaff scoprì anche 
che la composizione in basi del DNA, definita come la 
percentuale di G1C, differisce tra le varie specie ma è 
costante in tutte le cellule di organismi appartenenti a 
una determinata specie. A seconda della specie, il con-
tenuto di G1C può variare dal 22 al 73%. È importante 
ricordare che le regole di Chargaff fornirono a Watson 
e Crick informazioni cruciali per risalire alla struttura 
a doppia elica del DNA (Capitolo 1).

primaria. Questo capitolo offre una panoramica sia dei 
costituenti dell’acido deossiribonucleico (DNA) sia di 
quelli dell’acido ribonucleico (RNA) per facilitarne il 
confronto, ma la struttura dell’RNA è spiegata in det-
taglio nel Capitolo 3.

La struttura primaria: 
i componenti 
degli acidi nucleici

Prima che gli acronimi DNA ed RNA entrassero a far 
parte della nomenclatura standard universale, le due 
molecole cambiarono spesso identità nel corso del tem-
po. Per esempio, il DNA fu inizialmente chiamato acido 
nucleico del timo perché era stato isolato dal timo dei 
bovini, mentre il primo nome dato all’RNA fu acido 
nucleico del lievito in quanto estratto da questo organi-
smo. Un acido nucleico è una lunga catena o polimero 
di subunità ripetute dette nucleotidi e ciascun nucleo-
tide è composto da tre parti: uno zucchero a cinque 
atomi di carbonio, un gruppo fosfato e una base azotata. 
Le strutture chimiche di questi componenti sono mo-
strate nella Figura 2.1.
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Figura 2.1 I componenti degli acidi nucleici: zuccheri, 
basi e fosfato. Il segno di primo (9) viene usato nella nu-
merazione delle posizioni dell’anello degli zuccheri per diffe-
renziarle dalle posizioni dell’anello delle basi. Alcuni atomi di 
carbonio e di azoto sono stati omessi per rappresentare con 
maggior chiarezza altre caratteristiche strutturali.
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de forma un legame estere con il fosfato di un altro nu-
cleotide, eliminando una molecola d’acqua e rilasciando 
due fosfati sotto forma di pirofosfati (P2O7

42). Il ponte 
costituito dal gruppo fosfato che collega gli zuccheri di 
due nucleotidi adiacenti si chiama legame fosfodiestere, 
o anche legame fosfodiestere 59 39 per indicare la pola-
rità del filamento. In questo contesto, il termine polarità 
si riferisce al fatto che le due estremità di un filamento 
di DNA e RNA sono diverse e hanno proprietà chimiche 
differenti.

Un aspetto a cui prestare attenzione è che i vari 
componenti delle catene di DNA e RNA sono uniti 
tra loro da legami covalenti. Un legame covalente è 
un legame chimico forte in cui due atomi condividono 

Il gruppo funzionale fosfato

Il gruppo funzionale fosfato (PO4) conferisce al DNA 
e all’RNA le proprietà di un acido (una sostanza che 
rilascia uno ione H1, o protone, in soluzione) a pH fi-
siologico, da cui il nome acido nucleico. I legami formati 
dai fosfati sono esteri con la proprietà aggiuntiva di es-
sere stabili, anche se possono essere spezzati facilmente 
dall’idrolisi enzimatica. Il processo di rimozione di un 
nucleotide da una catena di DNA o di RNA non ne cau-
sa la distruzione. Inoltre, dopo la formazione del legame 
fosfodiestere (vedi paragrafo seguente), uno degli atomi 
di ossigeno del gruppo fosfato rimane ionizzato negati-
vamente, conferendo al fosfato una carica negativa che 
lo rende insolubile nei lipidi. Se ti stai interrogando sul 
significato di quest’ultima proprietà degli acidi nucleici, 
prova a pensare a che cosa compone le membrane delle 
cellule e degli involucri nucleari delle cellule eucariote. 
In tutti i regni degli esseri viventi, i fosfolipidi sono 
costituenti fondamentali delle membrane cellulari e il 
fatto di essere insolubili nei lipidi impedisce agli acidi 
nucleici di fuoriuscire dalle cellule.

Nucleosidi e nucleotidi

Dopo aver passato in rassegna i singoli componenti di 
un nucleotide, studiamone ora l’assemblaggio. Il lega-
me covalente di una base con uno zucchero a livello del 
carbonio 19 del pentosio genera un composto chiamato 
nucleoside (Figura 2.3). Con la successiva aggiunta di 
un gruppo fosfato (sempre mediante legame covalente) 
al carbonio 59 dello stesso zucchero, il nucleoside di-
venta un nucleotide. Infine, mediante reazioni di con-
densazione, i nucleotidi si uniscono (polimerizzano) tra 
loro formando una catena (Figura 2.4 a p. 18). Il gruppo 
idrossile sul carbonio 39 di uno zucchero di un nucleoti-

adenina

guanina

timina

citosina

adenina

timina

guanina

citosina

purine

pirimidine

gruppi amminici

gruppi idrossi enolici
Fonte

1 Per il calcolo di questi valori si è usata la somma di citosina e metilcitosina. Se si considera la sola citosina, il rapporto fra timina
e citosina diventa 1,62 e quello fra guanina e citosina 1,33.

Bue..................................................................................

Essere umano.................................................................

Gallina.............................................................................

Salmone..........................................................................

Grano..............................................................................

Lievito .............................................................................

Hemophilus influenzae, tipo C .......................................

Escherichia coli K12 ......................................................................

Bacillo della tubercolosi aviaria ......................................

Serratia marcescens......................................................

Bacillus Schatz..............................................................       

1,29

1,56

1,45

1,43

1,22

1,67

1,74

1,05

0,4

0,7

0,7

1,04

1,00

1,06

1,02

1,00

1,03

1,07

1,09

1,09

0,95

1,12

1,00

1,00

0,91

1,02

0,971

1,20

0,91

0,99

1,08

0,86

0,89

1,1

1,0

0,99

1,02

0,99

1,0

1,0

1,0

1,1

0,9

1,0

1,4

1,3

1,5

1,4

1,4

1,3

1,5

1,6

1,7

1,6

1,7

1,43

1,75

1,29

1,43

1,181

1,92

1,54

0,95

0,4

0,7

0,6
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Il lavoro di Britten e Kohne rivelò che molte migliaia 
di copie di sequenze di DNA sono state incorporate nei 
genomi eucarioti (l’organizzazione e la complessità dei 
genomi sono approfondite nei Capitoli 5 e 14). Inoltre, 
arrivare a capire che le sequenze ripetute si trovano di-
sperse lungo tutto il DNA consentì di scoprire alcune 
insolite strutture secondarie assunte da questa mole-
cola. Diamo un’occhiata più da vicino ad alcune delle 
strutture che si formano in tratti di DNA che conten-
gono configurazioni specifiche di sequenze ripetute.

Le strutture secondarie 
insolite del DNA

Il DNA venne dapprima considerato come una sequen-
za statica e lineare di informazione genetica, ma a par-
tire dalla metà degli anni Sessanta del secolo scorso 
ci si rese presto conto della versatilità della sua strut-
tura. La scoperta delle proprietà strutturali del DNA 
ha reso possibile l’utilizzo di questa molecola per la 
costruzione di modelli e macchine nanometrici, det-
ti anche origami di DNA (FOCUS 2.1). Di recente, le 
strutture secondarie insolite che possono essere acqui-
site da brevi sequenze di DNA hanno suscitato parti-
colare interesse per via del loro ruolo nelle malattie 
neurologiche ereditarie. In questo paragrafo esami-
neremo quattro strutture secondarie ben definite di 
tipo non B che si formano in frammenti di DNA con-
tenenti sequenze ripetute. Nello specifico studieremo 
le strutture scivolate, le strutture cruciformi, il DNA 
a tripla elica e quello G-quadruplex, detto anche a 
quartetti di G. Come avrai modo di vedere nel para-
grafo 2.5, la formazione di queste strutture secondarie 
anomale richiede energia, la quale può essere fornita 
dal superavvolgimento del DNA in seguito al rilassa-
mento della tensione torsionale.

2.4

ideale mostrata nella figura ha un andamento unifor-
me, implicando che la rinaturazione procede lenta-
mente ma in modo costante nel tempo. Nella realtà, le 
curve Cot deviano dalla curva ideale in base alla natura 
del DNA in soluzione. Quali informazioni si possono 
ricavare sul DNA di diversi organismi analizzandone 
le curve Cot?

La Figura 2.16 mette a confronto le curve Cot del 
DNA ottenuto dal batterio Escherichia coli e dal timo 
di un bovino. Per facilitarne l’analisi, i DNA sono stati 
ridotti in frammenti di circa 500 paia di basi ciascuno. 
Gli andamenti delle due curve appaiono visibilmente 
diversi, incluso il fatto che il valore di Cot½ del DNA 
bovino è superiore a quello del DNA di E. coli. La spie-
gazione per questa differenza è semplice: maggiori sono 
le dimensioni di un genoma, maggiore sarà il tempo 
che ciascuna sequenza impiegherà per trovare la sua 
sequenza complementare. Le due curve differiscono 
notevolmente anche nella loro forma. Infatti, mentre 
la curva del DNA batterico ricorda la curva Cot idea-
le (vedi Figura 2.15), quella del DNA bovino è irrego-
lare. Gli studi pioneristici condotti in questo ambito 
da Roy Britten e David Kohne verso la fine degli anni 
Sessanta del secolo scorso riuscirono a spiegare questa 
diversità. La frazione di DNA bovino che rinatura più 
rapidamente è costituita da sequenze ripetute (sequen-
ze di DNA presenti più di una volta all’interno del ge-
noma di una specie), mentre quella a rinaturazione più 
lenta è formata da sequenze uniche. La comprensione 
di questo fenomeno appare intuitiva se si considerano 
le probabilità di ogni singolo filamento di incontrare 
una molecola complementare presente nella stessa so-
luzione. Per esempio, una sequenza che è ripetuta due 
volte all’interno del genoma avrà a disposizione due 
sequenze complementari con cui appaiarsi. Ne deriva 
che il suo valore di Cot sarà la metà di quello di una 
sequenza presente una sola volta nel genoma.
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Figura 2.16 Confronto tra le curve Cot 
del DNA di Escherichia coli e del timo 
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vino contiene quantità maggiori non solo 
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[Fonte: Britten, R.J. & Kohne, D.E. Science
161(3841), 529-540 (1968), © 1968 AAAS.]
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anse all’interno di una struttura scivolata fu identificata 
per la prima volta grazie all’utilizzo di enzimi in grado 
di spezzare i legami fosfodiestere in molecole di DNA 
a singolo filamento, ma non in quelle a doppia elica. 
Quello che ancora rimaneva da chiarire, tuttavia, era 
se questo tipo di struttura avesse una qualche funzione 
biologica.

A supporto di una risposta affermativa sono emer-
se nel tempo una serie di osservazioni sperimentali. 
In vitro, le strutture scivolate si trovano a monte di 
sequenze regolatrici (quali, per esempio, quelle per 

Le strutture scivolate
Un tipo comune di struttura secondaria anomala è la 
struttura scivolata (Figura 2.17a a p. 30). Essa si forma 
a livello di quelle ripetizioni in tandem in cui un man-
cato appaiamento delle ripetizioni porta alla formazione 
di anse di DNA a singolo filamento. Una ripetizione 
in tandem (detta anche ripetizione diretta) consiste 
di due o più copie consecutive di una sequenza di nu-
cleotidi, con una disposizione testa-coda. Per esempio, 
la sequenza 59-TACGTACGTACGTACG-39 contiene 
quattro ripetizioni in tandem di TACG. La presenza di 

Origami di DNA: costruire “nanomacchine” con le molecole

Nel 2006, la rivista scienti�ca Nature pubblicò in copertina 
una faccina sorridente. A rendere quella faccina tanto spe-
ciale da meritare la prima pagina era il materiale di cui era 
fatta: il DNA. Nonostante questa emoticon nanometrica 
fosse tanto piccola da poter essere osservata solo usando 
un microscopio a forza atomica (vedi Figura 14.37), essa su-
scitò un enorme interesse e un inteso periodo di attività di 
costruzione. Tra le prime cose a essere create con la stessa 
tecnica ci furono un coniglio tridimensionale, una stella 
a tre punte e una scatola richiudibile. Ma in che modo è 
possibile realizzare tutte queste forme usando il DNA? La 
risposta si basa su un principio piuttosto semplice: lo stesso 
tipo di informazioni e di proprietà strutturali del DNA che 
rendono possibile lo sviluppo della vita può essere sfrutta-
to per costruire modelli in scala nanometrica attraverso un 
processo detto “origami di DNA”. La doppia elica del DNA 
ha un diametro di circa 2 nm, un avvitamento che si ripete 
ogni 3,4-3,6 nm ed è anche relativamente rigida quando 
raggiunge una lunghezza di circa 50 nm, costituendo quin-
di un buon materiale da costruzione. L’appaiamento delle 
basi complementari offre poi un sistema per disegnare le 
varie forme. In base alla loro sequenza, i �lamenti di DNA 
possono estendersi a eliche vicine creando una rami�cazio-
ne. L’aggiunta strategica di brevi sequenze di DNA a sin-
golo �lamento che sporgono, dette “estremità coesive”, 
può quindi legare le due eliche tra loro secondo il princi-
pio della complementarità delle basi, consentendo l’as-
semblaggio spontaneo di forme più grandi e complesse. 
Creare faccine e conigli è senza dubbio divertente, ma que-
sta tecnica può avere anche un’applicazione pratica? Certo 
che sì! Per esempio, “righelli” di origami di DNA con una 
marcatura �uorescente sono utili nel bioimaging, mentre 
per svolgere compiti speci�ci in diversi ambiti, incluso quel-
lo medico, sono stati creati macchine molecolari, robot mo-
lecolari e dispositivi meccanici basati sul DNA. Con questa 
molecola si sono costruiti motori a rotazione simili all’ATP 
sintasi (vedi Figura 4.14) nonché “camminatori” o “ragni” 
in grado di trasportare nanoparticelle lungo nanotubi di 
carbonio, o di seguire una pista di origami di DNA per rac-
cogliere nanoparticelle d’oro. La somministrazione in vivo
di farmaci attraverso gli origami di DNA è una strada pro-
mettente per il trattamento dei tumori. Uno degli approc-
ci usati prevede l’utilizzo di un nanorobot a DNA con una 
forma cilindrica e con cardini che ne consentono l’apertura 
e la chiusura (Figura 1). Il cilindro contiene un anticorpo 
(vedi Capitolo 14 per maggiori dettagli sugli anticorpi) e 

viene mantenuto chiuso dall’appaiamento di due �lamen-
ti complementari di DNA che fungono da “lucchetto”, la 
cui “chiave” è una molecola speci�ca sulla super�cie della 
cellula in grado di legarsi a uno dei �lamenti del lucchetto. 
Separando i due �lamenti, la molecola causa così l’apertu-
ra del cilindro e la conseguente fuoriuscita dell’anticorpo. 
Quest’ultimo può a sua volta legarsi a un recettore sulla 
super�cie cellulare e attivare una via di segnalazione qua-
le, per esempio, quella che induce la morte della cellula. 
Questo sistema può essere usato per colpire e uccidere in 
modo speci�co le cellule cancerogene sfruttando il ricono-
scimento di recettori che solo loro esprimono.

 FOCUS 2.1

(a)

(b)

(c)

anticorpo

chiuso aperto

Figura 1 Un robot di DNA per la somministrazione 
di farmaci. (a) Il nanorobot nella sua conformazione chiu-
sa. Due filamenti di DNA complementari e appaiati fungono 
da “lucchetto” (rettangolo tratteggiato). All’interno del ci-
lindro sono presenti degli anticorpi (rosa). (b) Il meccanismo 
di apertura prevede che una specifica molecola (cerchio 
rosso) agisca da “chiave” legandosi a uno dei filamenti di 
DNA e causandone la separazione dal filamento comple-
mentare. (c) Il nanorobot nella sua conformazione aperta. 
Gli anticorpi vengono rilasciati e legano gli antigeni specifici 
sulla cellula. [Fonte: Endo, M. & Sugiyama, H. DNA Origami 
Nanomachines. Molecules 23(7) (2018), © 2018 MDPI.]
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tivo. Un DNA superavvolto attorno a delle proteine 
viene detto “bloccato”. I superavvolgimenti bloccati 
da proteine sono stabilizzati dall’energia di interazione 
tra le proteine e il DNA, mentre per i domini superav-
volti che non hanno costrizioni si crea un equilibrio tra 
la tensione e lo svolgimento dell’elica. Dati sperimentali 
supportano l’ipotesi che il superavvolgimento del DNA 
abbia un ruolo importante in molti processi genetici, 
quali replicazione, trascrizione e ricombinazione.

La sintesi sia del DNA sia dell’RNA richiede lo svol-
gimento localizzato della doppia elica per consentire 
la formazione di un singolo filamento che funga da 
stampo per la sintesi del filamento complementare. 
Il superavvolgimento negativo immette energia nel 
DNA e lo srotolamento facilita la separazione dei due 
filamenti della doppia elica. Se ne deduce, quindi, che 
il superavvolgimento negativo rende più semplice l’a-
pertura delle origini di replicazione e dei promotori 
dei geni. Tutto ciò ti apparirà più chiaro studiando 
i capitoli successivi, in cui questi processi vengono ana-
lizzati nel dettaglio. Al contrario, a monte delle forcelle 
di replicazione e dei complessi di trascrizione si forma 
un superavvolgimento positivo che rende molto più 
difficile aprire la doppia elica, bloccando così i processi 
essenziali del DNA.

Non sorprende che le molecole circolari di DNA 
purificate da batteri ed eucarioti siano di solito supe-
ravvolte negativamente. Per esempio, un DNA circolare 
superavvolto è una caratteristica ben nota del batterio-
fago PM2. Il genoma di questo batteriofago può trovarsi 
in forma di cerchio rilassato o superavvolto, il quale 
ha un aspetto attorcigliato se osservato al microsco-
pio elettronico (Figura 2.21a). È stato dimostrato che 
nei batteriofagi il DNA circolare rilassato è associato 
a una ridotta attività di replicazione e di trascrizione, 
mentre il superavvolgimento negativo porta a un au-

presente nelle molecole superavvolte talvolta ne causa 
la denaturazione localizzata, in cui i filamenti comple-
mentari si separano per un breve tratto. Le strutture 
cruciformi possono intervenire per stabilizzare queste 
brevi anse di DNA a singolo filamento (vedi paragra-
fo 2.4). Un aumento del superavvolgimento negativo 
può causare anche la transizione da DNA B a DNA Z. 
La conversione di parte del DNA da un’elica destrorsa 
a una sinistrorsa, infatti, rilassa la tensione dovuta al su-
peravvolgimento negativo, dal momento che la torsione 
del DNA viene invertita. Nel Capitolo 6, assieme alla 
replicazione del DNA studieremo anche una classe im-
portante di enzimi detti topoisomerasi. Introducendo 
interruzioni all’interno dei filamenti di DNA, le topoi-
somerasi consentono il rilassamento di questo tipo di 
tensioni. Come vedremo nel paragrafo seguente, tutta-
via, il DNA superavvolto svolge anche funzioni cellulari 
essenziali che dipendono dal rilassamento localizzato 
del superavvolgimento negativo dell’elica.

Il significato del superavvolgimento in vivo

Tutto il DNA contenuto nelle cellule procariote ed eu-
cariote si trova di fatto nello stato superavvolto. A og-
gi, in ogni organismo analizzato si è riscontrata la 
presenza di membri di un gruppo di proteine strut-
turali, molte delle quali sono in grado di introdurre 
superavvolgimenti negativi nel DNA una volta lega-
tesi. All’interno del nucleo delle cellule eucariote, per 
esempio, proteine strutturali compattano il DNA per 
formare complessi detti nucleosomi. Il Capitolo 5 
contiene una spiegazione dettagliata della struttura 
del nucleosoma, ma è importante anticipare già da 
ora che la doppia elica del DNA compie quasi due giri 
completi attorno al nucleosoma in una spirale sini-
strorsa del tutto simile a un superavvolgimento nega-

(a) (b)

complessi
proteici

DNA

Figura 2.21 Il superavvolgimento esiste in natura.
(a) Il DNA del batteriofago PM2 in due forme topologiche: 
a cerchio rilassato (riquadro superiore) e superavvolto (riqua-
dro inferiore). Quest’ultimo rappresenta la forma nativa. [Fon-

te: riprodotta con il permesso di Wang, J.C. DNA topoisomera-
si. Scientific American 247, 97 (1982).] (b) Rappresentazione 
schematica di domini ad ansa (cerchi) nel DNA genomico dei 
batteri (genoma circolare) e degli eucarioti (genoma lineare).
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prima per i batteri (Figura 2.21b). La funzione del su-
peravvolgimento negli eucarioti non è così lampante 
come nel caso dei batteriofagi e dei batteri. Sono stati 
riportati casi di un aumento della trascrizione associato 
al superavvolgimento negativo, ma le dimensioni e la 
complessità dei genomi eucarioti rendono difficile ot-
tenere risultati definitivi. Inoltre, poiché i processi della 
replicazione e della trascrizione generano essi stessi un 
superavvolgimento del DNA, determinare il meccani-
smo con cui il superavvolgimento del DNA modula i 
processi genetici risulta problematico.

Dopo una lode così appassionata delle virtù del su-
peravvolgimento negativo potrebbe venire spontaneo 
concludere che non esistano organismi con genomi 
superavvolti positivamente. Ma sarebbe un errore. 
I microrganismi ipertermofili appartenenti al dominio 
degli archei, che vivono a temperature estremamen-
te elevate, usano il superavvolgimento positivo per 
impedire la denaturazione del loro DNA. Nell’adat-
tamento alle alte temperature, infatti, il superavvol-
gimento positivo è considerato un elemento chiave 
perché, stabilizzando la doppia elica, ne impedisce 
la denaturazione spontanea.

mento di entrambe queste attività. In modo analogo, 
i batteri hanno grandi genomi circolari che possono 
formare domini di DNA ad ansa indipendenti tra 
loro (Figura 2.21b). Ciascun dominio è bloccato nella 
sua posizione da un complesso proteico, così da crea-
re “sottocerchi” della lunghezza di circa 40 kb che 
a loro volta formano strutture superavvolte con un 
ruolo importante nella replicazione e nella trascrizione. 
Il superavvolgimento negativo attorno a proteine strut-
turali facilita molto la condensazione dei cromosomi 
anche nei batteri. È recente l’affascinante scoperta di un 
cianobatterio in cui il superavvolgimento negativo del 
genoma cambia secondo un ritmo circadiano: aumenta 
durante il giorno e diminuisce nel corso della notte. 
Il ritmo seguito dal superavvolgimento è stato dimo-
strato essere in correlazione con la generale regolazione 
dell’espressione genica.

Anche se i cromosomi eucarioti di solito non sono 
circolari, è possibile che si creino dei superavvolgi-
menti quando segmenti di DNA lineare sono immersi 
in un reticolo di proteine associate alla cromatina. Que-
sta associazione può produrre estremità ancorate che 
formano domini ad ansa indipendenti, come descritto 

2 I CONCETTI
IN SINTESI

sione (Tm). La Tm di un DNA è la temperatura alla quale i due 
�lamenti sono denaturati al 50%. I �lamenti separati possono 
rinaturare con una velocità che dipende sia dalla lunghezza 
sia dalla quantità di sequenze ripetute della molecola di DNA. 
La curva Cot è un gra�co che mostra la percentuale di DNA rina-
turato in funzione della concentrazione iniziale (C0) moltiplicata 
per il tempo. I �lamenti provenienti da fonti diverse possono for-
mare una doppia elica con un processo chiamato ibridazione.

Talvolta, le sequenze nucleotidiche ripetute presenti nel-
la doppia elica assumono strutture secondarie insolite quali le 
strutture scivolate, quelle cruciformi, la tripla elica e la G-qua-
druplex. Queste strutture secondarie possono in�uenzare la 
replicazione e la trascrizione del DNA e alcune di esse dipen-
dono dal superavvolgimento della molecola. Quasi tutto il DNA 
presente nelle cellule procariote ed eucariote si trova nello stato 
superavvolto negativamente, il quale agevola la separazione dei 
�lamenti durante la replicazione e la trascrizione. Il genoma de-
gli archei termo�li è invece superavvolto positivamente, condi-
zione che protegge il DNA dalla denaturazione.

Il DNA e l’RNA sono molecole a forma di catena costituite da 
subunità chiamate nucleotidi unite tra loro da legami fosfodie-
stere. Ciascun nucleotide è composto di tre parti: uno zucchero 
a cinque atomi di carbonio, un gruppo fosfato e una base azo-
tata. Gli RNA naturali hanno dimensioni che vanno da meno 
di cento �no a molte migliaia di nucleotidi, mentre il DNA può 
essere lungo da alcune migliaia di basi �no a migliaia di mega-
basi. Le estremità 59-PO4 e 39-OH di una catena di DNA o di 
RNA sono diverse e hanno proprietà chimiche differenti.

Il DNA ha una struttura a doppia elica con uno scheletro di 
zucchero-fosfato all’esterno e coppie di paia di basi all’interno. 
Nelle cellule, la forma predominante è il DNA B, un’elica destror-
sa con 10,5 basi per giro. La doppia elica è stabilizzata da legami 
idrogeno tra le coppie di basi e da interazioni idrofobiche tra 
le basi impilate. Le basi si appaiano in maniera speci�ca: l’ade-
nina (A) con la timina (T) e la guanina (G) con la citosina (C). 
In natura, il contenuto di G1C di un DNA può variare dal 22 
al 73% e ciò può in�uire profondamente sulle proprietà �siche 
della molecola, in particolar modo sulla sua temperatura di fu-

Le risposte sono disponibili all’indirizzo:

online.universita.zanichelli.it/allison2e

Domande di analisi

1. Studiando la composizione in basi del DNA di una cavalletta 
si è visto che è costituito per il 29% da adenine.

I CONCETTI IN PRATICA

a) Qual è la percentuale di citosine?
b) Qual è la composizione completa delle basi del DNA?
c) Qual è il contenuto di G1C?

2. I duplex di DNA in a) e b) vengono prima denaturati e poi la-
sciati rinaturare. Quale delle due molecole ha la Tm più alta? 
Quale delle due ha minori probabilità di riformare la struttu-
ra originale e perché?

© 978-88-08-39976-2 I CONCETTI IN PRATICA | 35
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minore? È possibile distinguere la coppia di basi A-T da quella 
T-A? E la coppia G-C da quella C-G? È possibile distinguere 
le coppie di basi G-C e A-T?

Figura 2.20 Determina il numero di paia di basi per giro, il 
numero di linking e il numero di giri per la doppia elica di DNA 
nella �gura nel caso in cui la molecola fosse srotolata di un giro 
completo verso destra e le estremità fossero poi saldate tra loro.

Domande su casi reali

Figura 2.2 La percentuale di guanina in un campione di DNA 
di salmone è circa il 20%. Utilizzando i valori forniti nella �gu-
ra, fai una stima della percentuale di adenina nello stesso cam-
pione.

Figura 2.14 Servendoti del gra�co nella �gura, confronta le 
temperature di fusione di una molecola di DNA con un conte-
nuto di G1C pari al 50% quando viene incubata a concentra-
zioni saline prima basse e poi alte.

Solco maggiore Solco minore

T A T A

A T A T

C G C G

G C G C

a) 59-ATATCATATGATATGTA-39
  39-TATAGTATACTATACAT-59

b) 59-CGGTACTCGTTCAGGT-39
  39-GCCATGAGCACGTCCA-59
3. Immagina di avere due campioni di DNA con la stessa con-

centrazione. Un campione contiene solo DNA a sequenza 
unica, mentre l’altro è formato prevalentemente da DNA a 
sequenze ripetute. Disegna le curve Cot che ti aspetteresti 
di ottenere analizzando la cinetica di rinaturazione di cia-
scun campione.

4. Immagina di misurare l’assorbanza relativa a A260 di un cam-
pione di DNA genomico e di uno di mRNA, entrambi puri�-
cati da cellule umane. Per quale dei due campioni ti aspetti 
una maggiore assorbanza relativa della luce UV?

5. All’interno di un campione prelevato da una sorgente idro-
termale scopri una nuova specie di microrganismo conte-
nente un piccolo genoma circolare. Ti aspetti che questo 
DNA sia superavvolto negativamente, superavvolto positi-
vamente o rilassato? Motiva la tua risposta.

Esercizi esplorativi

Figura 2.10 Completa la tabella disegnando i cerchi colora-
ti corretti che rappresentano gli accettori di legami idrogeno, 
i donatori di legami idrogeno, altri idrogeni o gruppi metile 
(idrofobi). Quali differenze ci sono tra il solco maggiore e quello 



1959 I toporagni assassini: giganteschi, carnivori e ve-
lenosi! Un tempo, la condivisione di geni tra le specie e 
la manipolazione genetica degli organismi erano con-
siderate prospettive inaccettabili. Anche la creazione 
di cloni a partire dal DNA nucleare di un altro organi-
smo suona come fantascienza, specialmente se accade 
in un laboratorio sperduto nella giungla come nel film 
del 1978 I ragazzi venuti dal Brasile. Di fatto, l’unio-
ne di molte osservazioni sperimentali volte a creare la 
tecnologia del DNA ricombinante avvenne tra il 1972 
e il 1975, grazie allo sforzo di numerosi gruppi di ri-
cerca che lavoravano soprattutto con il batteriofago 
lambda (l). Il passato di questo settore è disseminato 
di scoperte storiche che hanno portato allo sviluppo 
dei numerosi strumenti oggi disponibili. Gli organi-
smi transgenici sono diventati una realtà a partire dal 
1980: le strategie per alterare il genoma di un organi-
smo cambiando nucleotidi specifici mediante gene 
targeting sono state sviluppate verso la fine degli anni 
Ottanta e oggigiorno è possibile produrre cloni me-
diante trasferimento nucleare. Questo capitolo esplo-
ra gli inizi della tecnologia del DNA ricombinante e 
l’uso che viene fatto di questi potenti mezzi, tra cui la 
creazione di organismi geneticamente modificati.

A volte una buona idea arriva quando si sta pensando 
ad altro. Per un’improbabile combinazione di coin-
cidenze, ingenuità ed errori fortunati, ho avuto una 
rivelazione di questo tipo nell’aprile 1983, un venerdì 
notte, mentre al volante della mia auto percorrevo i 
tornanti di una strada di montagna illuminata dalla 
luna, che si addentrava nei boschi di sequoie della Ca-
lifornia del nord. È stato così che mi sono imbattuto in 
un processo che poteva produrre un numero illimitato 
di copie dei geni, un processo oggi noto come reazione 
a catena della polimerasi (PCR).

Kary B. Mullis, Scientific American, 262, 36 (1990)

Introduzione

Un tema ricorrente nei racconti di fantascienza è quel-
lo di scienziati cattivi o maldestri che lavorano in un 
laboratorio segreto su un’isola remota, dove i mostri 
geneticamente modificati da loro creati sfuggono 
al controllo e provocano il caos. Un esempio classico 
è rappresentato dal romanzo del 1896 L’isola del dottor 
Moreau di H.G. Wells. Un’altra perla rara è il film del 
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Scarica GUARDA!
e inquadra qui
per vedere le risorse 
digitali di questo 
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La tecnologia del DNA 
ricombinante e gli organismi 
geneticamente modificati

13

La Taq polimerasi, il componente chiave della reazione a catena della polimerasi, venne 
isolata dal microrganismo Thermophilus aquaticus che vive nelle sorgenti termali del parco 
di Yellowstone (USA). [Fonte: fotografia © 2005, James H. Bassett.]
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dei geni si basava spesso su scoperte indirette o fortuite, 
quali la capacità dei batteriofagi di incorporare geni bat-
terici nel loro genoma. Per esempio, un ceppo del fago ϕ 
(phi) 80 con l’operatore lac incorporato nel suo genoma 
fu usato per dimostrare che il repressore Lac si lega in 
modo specifico a questa sequenza di DNA (Capitolo 8). 
Ripercorriamo ora alcune delle scoperte fatte nei batte-
riofagi che hanno consentito lo sviluppo degli strumenti 
necessari per manipolare il DNA in laboratorio.

Indizi derivati dai siti coesivi 
del batteriofago lambda (l)

Nel 1962, Allan Campbell osservò che il genoma linea-
re del batteriofago l, una volta entrato nella cellula 
batterica ospite, formava un cerchio e che un evento 
di ricombinazione (rottura e riunione) inseriva poi 
il DNA del fago nel cromosoma ospite. Ulteriori analisi 
rivelarono che il fago l possiede brevi regioni di DNA 
a singolo filamento in ciascuna estremità del genoma 
lineare le cui sequenze sono complementari tra loro. 
Queste regioni a singolo filamento furono chiamate siti 
coesivi (cos; Figura 13.1). L’appaiamento complemen-

Gli inizi della tecnologia 
del DNA ricombinante

Attualmente, la colonna portante della maggior parte 
delle tecnologie usate in biologia molecolare è il gene. 
Per facilitarne lo studio, i geni possono essere isolati 
e amplificati. Un metodo utile allo scopo consiste nel 
clonare il gene di interesse inserendolo in un’altra mo-
lecola di DNA che funga da veicolo, o vettore, in grado 
di replicarsi nelle cellule. Combinando questi due DNA 
di origine diversa si ottiene una molecola di DNA ri-
combinante. Sebbene i processi genetici come il cros-
sing over producano di fatto un DNA ricombinante, 
il termine viene di solito riservato alle molecole prodotte 
unendo segmenti derivati da fonti biologiche diverse. 
La molecola di DNA ricombinante è inserita in una cel-
lula ospite, procariote o eucariote, che si replica produ-
cendo un clone. Replicandosi a sua volta, il vettore con 
il frammento estraneo di DNA viene quindi amplificato 
e dopo la sua amplificazione, può essere purificato per 
ulteriori analisi. All’inizio degli anni Sessanta del secolo 
scorso, prima dell’avvento del clonaggio genico, lo studio 
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induzione e replicazione 
del fago
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genoma di E. coli
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del fago l
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DNA circolare del fago l
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+
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Figura 13.1 I siti coesivi del 
batteriofago lambda (l).
All’interno delle cellule ospiti di 
Escherichia coli, il genoma del 
fago l circolarizza mediante 
l’unione dei siti cos. Nel modo 
di replicazione lisogeno, il DNA 
del fago è incorporato nel ge-
noma dell’ospite per ricombi-
nazione a livello dei siti Att. 
Durante l’escissione, il fago l
a volte incorpora dei geni bat-
terici. Nel modo litico del ciclo 
vitale del fago, una progenie di 
fagi l contenenti i geni batteri-
ci incorporati nei loro genomi 
viene rilasciata dalle cellule li-
sate di Escherichia coli.
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Figura 13.6 Il clonaggio molecolare per mezzo di un vettore plasmidico. Una molecola di DNA ricombinante viene 
costruita, i prodotti della reazione di ligazione sono trasferiti alla cellula ospite batterica e il plasmide di DNA viene moltiplicato.

La reazione a catena della polimerasi (PCR)

La PCR è una delle tecniche più potenti e comunemente usate 
in biologia molecolare, con un impatto rilevante in molte 
aree del clonaggio molecolare e della genetica. Con questa 
tecnica, una sequenza bersaglio di DNA può essere ampli�-
cata un miliardo di volte in poche ore. L’ampli�cazione di 
segmenti speci�ci di DNA mediante PCR differisce dall’am-
pli�cazione del DNA durante il clonaggio e la propagazione 
in una cellula ospite. Il procedimento viene eseguito intera-
mente in vitro. Oltre a essere impiegata in molte strategie 
di clonaggio molecolare, la PCR è usata anche nell’analisi 
dell’espressione genica (Capitolo 9), nelle analisi forensi in 
cui si isolano minuscoli campioni di DNA dalla scena di un 
crimine (Capitolo 14) e nei test diagnostici per le malattie 
genetiche (MEDICINA 13.1).

La PCR è una reazione della DNA polimerasi e, come tale, 
richiede uno stampo di DNA e un 39-OH libero per innescare 
la polimerasi. Lo stampo è fornito dal campione di DNA da 
ampli�care e i gruppi 39-OH liberi dai primer nucleotidici 
speci�ci per determinati siti. I primer sono complementari a 
ciascuna delle estremità della sequenza da ampli�care. Presta 
attenzione al fatto che in vivo la DNA polimerasi userebbe un 
primer di RNA (vedi paragrafo 6.4), mentre in vitro si usa un 
primer di DNA, che è più stabile e più facile da sintetizzare. 

I tre passaggi della reazione sono denaturazione, ibridazione 
dei primer ed estensione dei primer (Figura 1).

1. Denaturazione. Nel primo passaggio, si usa il calore per 
denaturare i �lamenti stampo e rendere il DNA a singolo 
�lamento.

2. Ibridazione. Il DNA viene raffreddato per permettere ai 
primer di ibridare, cioè di legarsi al �lamento complemen-
tare corretto. La temperatura di questo passaggio varia 
in base alle dimensioni del primer, al contenuto di GC e 
all’omologia con il DNA bersaglio. I primer sono di solito 
degli oligonucleotidi di DNA lunghi circa 20 basi ciascuno.

3. Estensione dei primer. In presenza di Mg21, la DNA po-
limerasi estende i primer su entrambi i �lamenti da 59 a 
39 usando la sua attività polimerasica. L’estensione dei 
primer viene condotta a una temperatura ottimizzata in 
base alla speci�ca polimerasi che viene scelta. Un enzima 
molto usato per questo passaggio è la Taq polimerasi, 
la DNA polimerasi del batterio termo�lo (amante del 
calore) Thermus aquaticus. Questo microrganismo vive 
in sorgenti calde che possono raggiungere temperature 
vicine al punto di ebollizione, per cui ha bisogno di una 
polimerasi termostabile.

 TECNICHE 13.1
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Questi tre passaggi sono ripetuti da 28 a 
35 volte. Ciascun ciclo genera sempre più 
frammenti composti soltanto dalla regione 
compresa tra i primer che viene ampli�cata. 
Mentre questi frammenti si accumulano in 
modo esponenziale, il contributo di quelli 
che si estendono oltre la sequenza bersaglio 
diventa trascurabile poiché si accumulano in 
maniera lineare. Dopo 25 cicli all’interno di 
un termociclatore automatico, la sequenza 
bersaglio è ampli�cata 225 volte. I prodotti 
della PCR possono essere visualizzati su un 
gel colorato mediante composti �uorescenti 
speci�ci per gli acidi nucleici, come bromuro 
di etidio o SYBR Green. La frequenza di errore 
della Taq è di 2 ? 1024. Se avviene in uno dei 
primi cicli, l’errore può diventare rilevante. 
Altre polimerasi, come la Pfu, hanno una fe-
deltà maggiore. La Pfu deriva da Pyrococcus 
furiosus e le rare inserzioni sbagliate che si 
veri�cano durante la polimerizzazione sono 
rapidamente escisse dall’attività esonuclea-
sica 39 59 di proofreading di questo enzima.

Quando Kary Mullis sviluppò per la pri-
ma volta il metodo della PCR, nel 1985, per i 
suoi esperimenti usava la DNA polimerasi di 
Escherichia coli. Poiché questo enzima è sen-
sibile al calore, la sua attività veniva distrutta 
dal passaggio di denaturazione a 95 °C e a 
ogni ciclo bisognava aggiungere una nuova 
aliquota dell’enzima. La puri�cazione e il clo-
naggio della DNA polimerasi da T. aquaticus
hanno reso la reazione molto più semplice. 
Nei suoi primi esperimenti, Mullis doveva 
spostare manualmente la reazione da una 
temperatura all’altra. Per fortuna, il proce-
dimento è stato poi automatizzato grazie 
allo sviluppo dei termociclatori, strumenti in 
grado di passare rapidamente da una tempe-
ratura all’altra tra quelle richieste dalla rea-
zione di PCR. È quindi possibile preparare le 
reazioni, porle nel termociclatore e ritornare 
qualche ora dopo (o la mattina successiva) 
a raccogliere i prodotti.

Figura 1 La reazione a catena della polimerasi (PCR).
La sequenza bersaglio da amplificare è indicata in verde. 
Vengono aggiunte grandi quantità dei due primer (blu), 
ciascuno con una sequenza complementare a quella pre-
sente in un filamento all’estremità della regione da ampli-
ficare. Si aggiungono anche una DNA polimerasi termo-
stabile (per esempio la Taq polimerasi) e i deossinucleotidi 
trifosfato (dNTP). Durante il primo ciclo, il riscaldamento a 
95 °C denatura il DNA a doppio filamento e il successivo 
raffreddamento a 55-65 °C permette ai primer di ibrida-
re con le sequenze complementari del DNA destinatario. 

La Taq polimerasi estende ciascun primer da 59 a 39, ge-
nerando filamenti di nuova sintesi in entrambe le direzioni 
che si estendono fino alla fine dei filamenti stampo. L’e-
stensione avviene a 72 °C. Nel secondo ciclo, i filamenti 
originali e quelli di nuova sintesi sono denaturati a 95 °C e 
i primer vengono ibridati con le sequenze complementari 
a 55-65 °C. Ciascun primer ibridato viene di nuovo esteso 
dalla Taq polimerasi. Nel terzo ciclo, si generano due mo-
lecole di DNA a doppio filamento esattamente uguali alla 
sequenza bersaglio. Queste due molecole sono duplicate 
nel quarto ciclo e poi di nuovo in ciascun ciclo successivo.
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 TECNICHE 13.3
La sintesi del DNA complementare (cDNA)

La maggior parte degli mRNA eucarioti è poliadenilato all’e-
stremità 39 per formare una coda di poliA. Questa caratteri-
stica ha un’importante conseguenza pratica che è stata sfrut-
tata in biologia molecolare. La regione di poliA può essere 
usata per isolare in modo selettivo l’mRNA dall’RNA totale 
mediante cromatogra�a di af�nità (Figura 1a). L’mRNA 
puri�cato viene quindi usato come stampo per la sintesi di 
un DNA complementare (cDNA) (Figura 1b e c).

La puri�cazione dell’RNA
L’RNA totale viene estratto da uno speci�co tipo di cellu-
le che esprime una serie determinata di geni. Di questo 
RNA cellulare totale, l’80-90% è costituito da rRNA, tRNA 
ed mRNA istonico, nessuno dei quali possiede una coda di 
poliA. Questi RNA possono essere separati dall’mRNA con 
poliA facendo passare l’RNA totale attraverso una colonna 
di af�nità di oligodT o oligodU legati a granuli di resina. 
In condizioni di salinità relativamente alta, l’mRNA con po-
liA è trattenuto dalla formazione di legami idrogeno con 
le basi complementari, mentre l’RNA privo di una coda di 
poliA scorre attraverso la colonna. Le condizioni saline per 
l’ibridazione sono simili alla concentrazione ionica presente 
nelle cellule (per esempio, NaCl 0,3-0,6 M). L’mRNA con poliA 
viene quindi eluito dalla colonna in un tampone di eluizione 
a bassa salinità (per esempio, NaCl 0,01 M) che promuove la 
denaturazione dell’ibrido.

La sintesi del primo �lamento del cDNA
Per sintetizzare il cDNA dall’mRNA puri�cato si possono usa-
re diverse strategie, tra cui quella brevemente descritta di 
seguito, in cui il cDNA è sintetizzato per azione della trascrit-
tasi inversa e della DNA polimerasi (Figura 1b). La trascrittasi 
inversa catalizza la sintesi di un DNA a singolo �lamento 
a partire dallo stampo di mRNA. Come una regolare DNA 
polimerasi, anche la trascrittasi inversa richiede un primer da 
cui iniziare. Per questo motivo viene aggiunto un primer di 
polidT, il cui 39-OH libero può essere usato dalla trascrittasi 
inversa per l’estensione in presenza di deossinucleosidi tri-
fosfato (dNTP). Di solito viene usata una trascrittasi inversa 
virale come quella del virus della mieloblastosi aviaria (AMV, 

Avian Myeloblastosis Virus). La trascrittasi inversa aggiunge 
dNTP da 59 a 39 mediante appaiamento complementare delle 
basi. Questo processo prende il nome di sintesi del primo 
�lamento. L’mRNA viene quindi degradato con una ribo-
nucleasi o con una soluzione alcalina.

La sintesi del secondo �lamento del cDNA
Per la maggior parte delle applicazioni, compreso il clonaggio 
di cDNA, è necessario DNA a doppio �lamento. Il secondo 
�lamento di DNA viene generato dal frammento di Klenow 
della DNA polimerasi I di Escherichia coli (Figura 1c). L’atti-
vità esonucleasica 59 39 di cui è dotato (FOCUS 6.1) ren-
derebbe questo enzima inadatto a molte applicazioni, ma 
può essere facilmente rimossa dall’oloenzima esponendolo 
a una proteasi. Il frammento grande o di Klenow della DNA 
polimerasi I generato mediante proteolisi possiede le atti-
vità polimerasica 59 39 ed esonucleasica (di proofreading) 
39 59 e viene usato ampiamente in biologia molecolare. 
I frammenti di Klenow disponibili in commercio sono spes-
so prodotti facendo esprimere ai batteri una forma tronca 
del gene della DNA polimerasi I.

La trascrittasi inversa usata nella sintesi del primo �lamen-
to ha la tendenza a formare un’ansa su sé stessa e a iniziare 
a produrre un altro �lamento complementare. Questa forci-
na costituisce un primer naturale per la DNA polimerasi, che 
genera un secondo �lamento di DNA. A questo punto viene 
aggiunta la nucleasi S1 (di Aspergillus oryzae) per tagliare la 
forcina di DNA a singolo �lamento. Alla molecola di DNA a 
doppio �lamento vengono aggiunti dei linker a doppio �la-
mento con estremità complementari a un vettore di clonaggio 
appropriato prima della ligazione nel vettore di clonaggio. 
Il risultato �nale è un cDNA a doppio �lamento in cui il se-
condo �lamento corrisponde alla sequenza dell’mRNA, rap-
presentando quindi il �lamento codi�cante del gene. Le se-
quenze che compaiono in letteratura sono le sequenze 59 39

del secondo �lamento del DNA. Le sequenze degli introni, 
dei promotori e di tutte le regioni a monte del punto di ini-
zio della trascrizione non sono presenti nei cDNA. La libreria 
formata da tutti i cDNA derivati dagli mRNA presenti in uno 
speci�co tipo cellulare costituisce la libreria dei cloni di cDNA.

cesso è rappresentato dalla purificazione dei frammenti 
di dimensioni ottimali mediante elettroforesi su gel o 
tecniche di centrifugazione. Il passaggio finale consiste 
nell’inserimento dei frammenti di DNA in un vettore 
adatto.

Il genoma umano ha dimensioni di circa 3 ? 109 bp. 
Se si considera una dimensione media degli inserti 
di 20 kb, il numero di frammenti casuali che assicu-
ra un’alta probabilità (95-99%) di rappresentare tutte 
le sequenze è di circa 106 cloni per gli esseri umani. 
In teoria, il calcolo matematico produrrebbe un valore 
di 1,5 ? 105 [cioè (3 ? 109 bp) : (2 ? 104 bp)], ma nella 
pratica sono necessari più cloni in quanto l’inserzione 

avviene in modo casuale. Per le librerie genomiche si 
usano di solito vettori cosmidici o del fago l. Poiché 
possono contenere un inserto più grande rispetto ai 
plasmidi, questi vettori offrono maggiori probabilità 
di clonare la sequenza di un gene che contenga sia la 
sequenza codificante sia gli elementi regolatori in un 
solo clone.

Le librerie di cDNA

Il principio alla base del clonaggio del cDNA è che una 
popolazione di mRNA isolata da specifici tessuti, tipi 
cellulari o stadi di sviluppo (per esempio embrionale) 
dovrebbe contenere gli mRNA caratteristici per tutte 
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Figura 1 La sintesi tradizionale del cDNA. (a) La pu-
rificazione dell’mRNA. L’RNA totale estratto da un tipo 
cellulare specifico è caricato su una colonna di croma-
tografia di affinità di oligodT in condizioni (tampone ad 
alta salinità) che promuovono l’ibridazione tra le code 39
dell’mRNA e l’oligodT accoppiato in modo covalente 
alla matrice della colonna. Dopo l’ibridazione, gli rRNA 
e i tRNA sono rimossi dalla colonna. L’mRNA viene eluito 
con un tampone a bassa salinità.

(b) La sintesi del primo filamento. La sintesi del primo fila-
mento di cDNA è eseguita usando la trascrittasi inversa e 
un primer di polidT in presenza di dNTP. Viene prodotto un 
ibrido mRNA-cDNA e l’mRNA è poi digerito con una soluzione 
alcalina o con l’enzima ribonucleasi.

(c) La sintesi del secondo filamento. La sintesi di cDNA 
a doppio filamento si basa su un metodo di autoinnesco. 
Il frammento di Klenow della DNA polimerasi I catalizza 
la sintesi del secondo filamento usando come primer la forci-
na naturale del primo filamento. La forcina è tagliata con una 
nucleasi che taglia il DNA a singolo filamento (nucleasi S1).

le proteine di quel tipo cellulare o di quello stadio, as-
sieme agli mRNA “costitutivi” che codificano per pro-
teine essenziali, come quelle ribosomiali, e altri mRNA 
comuni a molti tipi cellulari o a molti stadi di sviluppo. 
Pertanto, isolando gli mRNA si può studiare una pic-
cola sottopopolazione di tutti i geni presenti nel geno-
ma. Sebbene non sia possibile clonare direttamente gli 
mRNA, si può clonare una copia di cDNA dell’mRNA 
(TECNICHE 13.3). Poiché una libreria di cDNA deriva 
da mRNA, la libreria conterrà soltanto la regione co-
dificante dei geni espressi, senza introni né regioni re-
golatrici. Come vedremo nel Capitolo 15, quest’ultimo 
aspetto è rilevante quando si applica la tecnologia del 

DNA ricombinante alla produzione di animali transge-
nici e alla terapia genica nell’essere umano.

Lo screening delle librerie 
e le sonde

La ricerca della sequenza specifica di un DNA clona-
to in una libreria prende il nome di screening della 
libreria. Oggigiorno, grazie all’abbondanza di infor-
mazioni sulle sequenze genomiche di molti organismi, 
è più probabile che una sequenza di DNA di interesse 
venga isolata mediante PCR (TECNICHE 13.1) e non 

13.5
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Il saggio PCR-RFLP per la malattia delle urine a sciroppo d’acero

La malattia delle urine a sciroppo d’acero (MSUD, Maple 
Syrup Urine Disease) venne descritta per la prima volta nel 
1954. Si tratta di una malattia metabolica ereditata con 
modalità autosomica recessiva, che colpisce il metabolismo 
dei tre amminoacidi a catena rami�cata leucina, isoleuci-
na e valina. Quando una persona sana consuma più pro-
teine di quelle necessarie alla crescita, gli amminoacidi a 
catena rami�cata vengono degradati per produrre energia; 
la loro demolizione avviene attraverso una serie di reazioni 
chimiche. Il secondo passaggio della via di degradazione 
è mediato da un sistema enzimatico di sei componenti, detto 
complesso multienzimatico della deidrogenasi dell’a-che-
toacido a catena rami�cata (Figura 1a). Nella MSUD, uno 
o più geni che codi�cano per i componenti di questo com-

plesso sono mutati e poiché la via di degradazione è bloc-
cata, i derivati a-chetoacidi dell’isoleucina, della leucina 
e della valina si accumulano nel sangue e nelle urine. Que-
sto accumulo conferisce alle urine delle persone malate 
un odore dolciastro, simile a quello dello sciroppo d’acero, 
e provoca un effetto tossico che interferisce con le funzioni 
cerebrali.

Le persone con la MSUD classica sviluppano i sintomi a soli 
4-7 giorni dopo la nascita, in particolare un progressivo 
deterioramento neurologico che determina letargia, con-
vulsioni, coma e morte entro le prime 2-3 settimane di vita 
se non viene trattato. Una diagnosi precoce è quindi es-
senziale per permettere alle persone con MSUD di avere 
uno sviluppo normale. Il trattamento consiste in una dieta 
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Figura 1 La diagnosi della malattia delle urine a sci-
roppo d’acero (MSUD). (a) La degradazione degli ammi-
noacidi leucina, isoleucina e valina inizia con la transammi-
nazione e prosegue con la decarbossilazione ossidativa dei 
rispettivi chetoacidi. Quest’ultima reazione è eseguita da un 
complesso multienzimatico chiamato complesso della dei-
drogenasi degli a-chetoacidi a catena ramificata, difettoso 
in presenza di MSUD. (b) L’analisi del genotipo della MSUD 
mediante un saggio PCR-RFLP. I campioni di DNA sono stati 
amplificati attraverso PCR usando dei primer specifici per la 
MSUD. Dopo la digestione con l’endonucleasi di restrizione 
ScaI, i campioni sono stati visualizzati mediante elettrofo-
resi su gel di agarosio e colorazione con bromuro di etidio. 

Le persone eterozigote sono indicate dalla presenza di un 
frammento di 170 bp e di uno di 147 bp: corsia 2 (padre), 
corsia 5 (figlio o figlia), corsia 9 (madre) e corsia 10 (nonna 
materna). Quelle omozigoti per l’allele wild type sono in-
dicate dalla presenza del solo frammento di 147 bp: corsia 
3 (nonna paterna) e corsie 6-8 (rispettivamente, bisnonno 
materno, nonno materno e bisnonna materna). La corsia 4 
mostra il frammento che risulta dal membro della famiglia 
omozigote per l’allele MSUD. La corsia 11 mostra il prodotto 
della PCR di 186 bp non digerito. [Fonte: Love-Gregory, L.D. 
et al. Journal of Inherited and Metabolic Diseases 24, 393-
403 (2001), © 2001 SSIEM and Kluwer Academic Publishers. 
Ristampata per gentile concessione di John Wiley & Sons.]
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genomi, sulla posizione delle regioni codificanti, degli 
elementi regolatori e di altre sequenze, nonché sulla 
presenza di mutazioni che danno origine alle malattie. 
Analizzeremo le scoperte derivate dal sequenziamento 
di interi genomi e dall’analisi comparativa dei genomi 
nel Capitolo 15.

Il sequenziamento manuale con il metodo 
dei dideossi di Sanger

Nel 1977, Frederick Sanger, Allan Maxam e Walter 
Gilbert introdussero dei metodi pionieristici per il se-
quenziamento del DNA. Quello di Maxam e Gilbert usa 
un approccio chimico che comporta la degradazione 
selettiva delle basi. Il metodo più diffuso di sequenzia-
mento del DNA è però il metodo di sequenziamento 
dei dideossi (noto anche come metodo di Sanger), che 
in pratica consiste in una reazione di sintesi del DNA 
(Figura 13.14 a p. 416). Il DNA a singolo filamento vie-
ne mescolato con un primer radiomarcato allo scopo 
di fornire il 39-OH richiesto dalla DNA polimerasi per 
iniziare la sintesi di DNA. Il primer è di solito comple-
mentare a una regione del vettore immediatamente 
esterna al sito di clonaggio multiplo. Il campione viene 
quindi diviso in quattro aliquote, ciascuna delle quali 
contiene una DNA polimerasi (la DNA polimerasi fagica 
T7, detta anche Sequenasi), quattro dNTP ad alta con-
centrazione e una bassa concentrazione di un termina-
tore della replicazione. I terminatori della replicazione 
sono dei dideossinucleosidi trifosfato (ddNTP) che, es-
sendo privi del 39-OH, non possono formare un legame 
fosfodiestere con un altro nucleotide. Di conseguenza, 
ciascuna reazione procede finché non viene aggiunto un 
terminatore della replicazione e ognuna delle quattro 
reazioni di sequenziamento produce una serie di mole-

Il sequenziamento 
del DNA

Fino al 1977, riuscire a determinare la sequenza delle 
basi del DNA era un processo lungo e laborioso, che si 
poteva applicare soltanto a sequenze molto brevi come 
la regione stampo per il tRNA. Con lo sviluppo di tec-
niche per il sequenziamento rapido e su larga scala del 
DNA, determinare la sequenza delle basi è oggi diven-
tata un’attività ordinaria. Una volta che un gene è stato 
clonato o amplificato mediante PCR, il sequenziamento 
del DNA consente di ottenere la caratterizzazione fi-
nale. Sebbene una sequenza abbia di per sé un valore 
limitato, essa rappresenta comunque un passaggio ne-
cessario per eseguire analisi più approfondite sul gene 
clonato. Il sequenziamento del DNA è utile per diversi 
scopi, quali:
• identificare geni; 

• determinare la sequenza di promotori e di altri ele-
menti regolatori del DNA che controllano l’espres-
sione dei geni;

• rilevare con precisione la struttura dei geni e di altre 
sequenze di DNA;

• confermare la sequenza dei cDNA, dei prodotti di 
PCR e di altri DNA sintetizzati in vitro, per esempio 
dopo mutagenesi in vitro per verificare che la muta-
zione sia avvenuta correttamente;

• aiutare a dedurre la sequenza degli amminoacidi co-
dificata da un gene o da un cDNA.

Grazie all’avvento del sequenziamento automatizzato 
del DNA, i grandi progetti di sequenziamento dei geno-
mi stanno producendo informazioni sull’evoluzione dei 
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speciale attentamente controllata, che richiede il monitorag-
gio dettagliato dell’assunzione di proteine. La dieta si basa 
sulla somministrazione di un latte arti�ciale sintetico che 
fornisce le sostanze nutritive e tutti gli amminoacidi, tranne 
leucina, isoleucina e valina. Questi ultimi tre amminoacidi, 
essenziali per la crescita e lo sviluppo, sono poi aggiunti in 
quantità dosate con estrema precisione, in modo da fornirne 
una dose suf�ciente senza superare il livello di tolleranza. 
Nelle persone più adulte con la malattia, questo prodotto 
metabolico speciale apporta i nutrienti di base e sostituisce 
il latte vaccino. Il resto della dieta è essenzialmente di tipo 
vegetariano.

A livello mondiale, l’incidenza della MSUD è di un caso 
ogni 185 000-225 000 persone, ma in alcune comunità di 
mennoniti si stima sia di un caso ogni 176 nascite. Nelle 
persone mennonite con MSUD, la malattia è dovuta al 
cambiamento di un singolo nucleotide in uno dei geni che 
codi�cano per un componente del complesso enzimatico. 
La mutazione missenso porta alla sostituzione di una tirosi-
na (Y) con un’asparagina (N), detta allele Y393N. Anche se 
nella popolazione non mennonita la MSUD è clinicamente 

e geneticamente eterogenea, l’allele Y393N è comunque 
presente con una frequenza signi�cativa. È stato messo a 
punto un saggio degli appaiamenti sbagliati mediante PCR-
RFLP per identi�care l’allele Y393N. Dato che, per motivi 
religiosi e culturali, i test prenatali non sono permessi nella 
comunità mennonita, diventa essenziale il test neonatale. 
Esistono vari test per monitorare il livello degli amminoacidi 
e dei loro derivati a-chetoacidi nel sangue e nelle urine. I 
saggi tradizionali basati sull’analisi del siero possono non 
essere abbastanza rapidi e sono stati riportati casi di persone 
decedute prima di ricevere i risultati dei test di screening 
neonatale. Il saggio degli appaiamenti sbagliati PCR-RFLP si 
esegue invece in tempi molto brevi. Poiché esso si basa sul 
DNA, non è necessario attendere l’aumento dei livelli dei de-
rivati degli a-chetoacidi nel siero ematico, che può richiedere 
anche 72 ore. Vengono usati tamponi della mucosa orale o 
campioni di sangue e i risultati sono disponibili in un minimo 
di otto ore. L’allele wild type di 147 bp deriva dal taglio di 
un prodotto di PCR di 186 bp in due siti di restrizione di ScaI. 
L’allele Y393N di 170 bp si ottiene poiché manca il secondo 
sito di ScaI (Figura 1b).
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