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Un po’ di storia…

Il primo a studiare il processo di sintesi in vitro di un frammento di DNA fu Har Gobind Khorana insieme 

al suo team di ricerca nel 1971
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Un po’ di storia…

• Nel 1983 Kary Mullis della Cetus inventa la PCR

• Nel 1985 Saiki, ricercatore della Cetus, pubblica su Science un articolo in cui si descrive 

l’amplificazione del gene della B-globina umana tramite la PCR 
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Una scoperta da Nobel
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Fotocopiatrice molecolare

• Permette di amplificare specifiche porzioni di DNA in poco tempo e a 

basso costo

• Reazione a catena di polimerizzazione del DNA (Polymerase Chain 

Reaction), processo in vitro che mima il processo biologico

• 5 componenti essenziali: DNA da copiare, primers, DNA polimerasi, 

dNTPs , tampone di reazione 

• 5 step: inizializzazione , denaturazione, annealing, polimerizzazione e 

terminazione
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Step 1: Initialization

• Alta temperatura 94-96°C per qualche minuto (4-6 min)

• Denaturazione del DNA

• Attivazione della Taq DNA polimerasi 
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Modified from Applied Biological Material



2

Step 2: Denaturazione

• È il primo degli step ripetuti

• Alta temperatura 94-98°C per 20-30 secondi

• Il DNA si apre
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Step 3: Annealing

• È il secondo degli step ripetuti

• Temperatura tra 50-65°C per 20-30 

secondi

• Appaiamento primer
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Step 4: Polimerizzazione

• È il terzo degli step ripetuti

• 72-78°C per 20-30 secondi

• Sintesi di nuove molecole di DNA
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Step 5: Elongation finale
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• È l’ultimo step

• 72 - 78°C per 10 

minuti

• Completamento 

copiatura ssDNA

Modified from Applied Biological Material



La PCR in grafico
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Modified from Butler, 2005
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Un processo esponenziale

13

Credit: Andy Vierstraete
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Effetto «plateau»
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Credit: Scialpi e Mengoni, 2008

• La resa teorica non è uguale 
alla resa effettiva (effetto 
plateau)

• Dipende dalla degradazione 
dei reagenti (dNTPs e DNA 
pol) e dal pirofosfato
accumulato (inibizione da 
prodotto)



Gli attori del processo



La miscela di reazione
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• Il DNA da copiare

• Due Primer (Forward e Reverse)

• dNTPs

• Tampone di reazione

• DNA polimerasi



Il DNA da copiare
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• DNA genomico

• DNA plasmidico

• Singola cellula (es. colonia batterica)



Primer Forward e Reverse
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• Oligonucleotidi a singolo filamento

• Da 17 a 25 nt di lunghezza

• Forniscono il 3’ libero e fanno da 
innesco per la DNA polimerasi

• Eventualmente modificati ai terminali 
(linker, adattatori, siti riconosciuti da 
enzimi di restrizione)

Modified from Goldbio.com



Come si disegna un primer?

• I primer devono essere specifici (la specificità dipende dalla sequenza, dalla lunghezza e dalla Tm)

• Verificare la presenza di strutture intra-molecolari (come ad es. hairpin e self-dimer)

• Verificare la presenza di annealing inter-molecolari (cross-dimer)

• Contenuto in GC di circa il 50%, meglio se l’ultimo nucleotide al 3’ sia una C o G (stabilità)

• Simile Temperatura di melting (Tm) tra i due primer o comunque differenza non superiore a 5°C 
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La temperatura di melting

• Temperatura di melting (Tm ): è il valore di temperatura a cui il 50% dei primer è legato al DNA

• La Tm si calcola con questa formula empirica:

𝑇𝑇𝑚𝑚 = 4 (𝐺𝐺 + 𝐶𝐶) + 2 (𝐴𝐴 + 𝑇𝑇) °C
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Tm = 8*4 + 13*2 = 58°CggctcgaaactatcaaaaATGF

Tm = 7*4 + 14*2 = 56°CCTGAgtgatctatctacatttR



Calcolatori di Tm online
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https://tmcalculator.neb.com/#!/main



Tool per disegnare primer online
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast



Tool per disegnare primer online

23

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast



I nucleotidi trifosfato (dNTPs)

• Una miscela bilanciata di dATP, dCTP, dTTP e dGTP

• Utilizzati dalla DNA polimerasi per allungare i primer e copiare lo stampo

• Aggiunti in eccesso alla miscela di reazione (200 mM finale)
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Tampone di reazione

• Fornisce alla DNA polimerasi le condizioni chimiche per catalizzare la reazione di polimerizzazione

• Contiene sali come Tris-HCl, KCl e Magnesio

• Ogni DNA polimerasi richiede un tampone specifico 

• L’importanza del Magnesio (Mg2+): cofattore della DNA polimerasi tra 0.5 e 3.5 mM (generalmente 

1.5 mM)
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La molecola
dell’anno secondo 
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Due caratteristiche importanti

• Fedeltà: accuratezza con cui l’enzima copia lo stampo (dipende dall’attività proofreading o 

correzione di bozze). 

§ frequenza di errore: 10-3

§ frequenza di errore proofreading: 10-6

§ frequenza introduzioni errori complessivamente: 10-9

• Processività: il numero dei nucleotidi che l’enzima introduce prima di staccarsi dallo stampo 

(dipende anche dalla concentrazione di sali nel tampone)
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Tanti tipi di DNA polimerasi
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Credit: https://www.neb.com/~/media/nebus/files/brochures/q5_trifold.pdf



Come si allestisce una reazione?
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Modified from https://international.neb.com



Le varianti della PCR e le loro 
applicazioni



Reverse-transcriptase PCR

• RT-PCR: reverse transcriptase PCR

• Materiale di partenza: RNA messaggero

• Numero di cicli dipende da quanto è abbondante il trascritto (da 30 a 50 cicli)
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Reverse-transcriptase PCR
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Credit: www.goldbio.com



Applicazioni di RT-PCR

• Studiare il profilo di espressione genica 

• Possibilità di isolare cDNA negli organismi eucariotici 

• Studio e analisi dei virus a RNA
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Real-time PCR (quantitative PCR)

• Permette di quantificare la sintesi del prodotto di PCR a ogni ciclo di amplificazione in tempo reale

• Segnale quantificato: fluorescenza emessa da fluorocromi che si legano al DNA in modo 

aspecifico (intercalanti) o specifico (sonde oligonucleotidiche)

• Materiale di partenza: DNA o RNA messaggero (RT q-PCR)
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Fluorofori aspecifici

• Sybr Green, assorbe luce blu ed 

emette luce verde

• Segnale quantificato: fluorescenza 

emessa da Sybr Green che si 

intercala nel DNA a doppio filamento

• Segnale proporzionale al numero di 

copie di DNA prodotte
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Credit: Andalò A., 2013 



Fluorofori specifici (sonde)

• Il segnale fluorescente viene rilevato solo quando la sonda si appaia alla sequenza bersaglio e il 

segnale 

• Sonde idrolitiche ( sonde TaqMan ) e sonde da ibridazione (molecular beacons)
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Credit: bio-rad.com



Come viene rilevato il segnale?
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Credit: Andalò A., 2013 



Un esempio di real time PCR
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Credit: Thermofisher.com 



Un grafico al posto del gel d’agarosio
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Modified from Andalò A., 2013 



Un grafico al posto del gel d’agarosio
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Modified from Andalò A., 2013 

Linea di soglia 
È il valore di fluorescenza 
emessa rilevabile sopra al 

segnale di background. 
Scelta dall’operatore.

Baseline region
Indica i cicli in cui la fluorescenza non è 
sufficiente per essere rilevata sopra il 

valore di background

Ct ciclo soglia
Corrisponde al ciclo della reazione di 

PCR al quale la fluorescenza prodotta è 
quella della linea di soglia (dipende dalla 

quantità di DNA partenza)



Quantificazione del campione
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Più DNA nel
campione di partenza

Meno DNA nel
campione di partenza



Applicazioni Real-Time PCR

• Studiare il profilo di espressione genica in un campione biologico

• Identificare la presenza di patogeni in campioni alimentari e ambientali

• Identificazione specie, allergeni e OGM

• Quantificare la presenza delle copie di un virus in campioni biologici (es. virus HIV) per monitorare 

l’evoluzione della malattia

• Studi di variazione genetica (analisi di SNP e polimorfismi sul genoma umano e di altri organismi)
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Tante applicazioni in campi diversi
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La PCR e le 
sue varianti

Progetto genoma
umano

Test genetici
(BRCA-1 e 2)

Analisi
filogenetiche

Identificazione
OGM

Malattie
infettive

Trattamento di
malattie

Monitoraggio
ambientale

Medicina
forense
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