
LA TRASCRIZIONE 

ωprocesso nel quale il DNA stampo viene copiato in una 
molecola di RNA 

ωLa molecola di RNA è identica in sequenza ŀƭƭΩŜƭƛŎŀ 
codificante e complementare a quella stampo.  



La trascrizione è simile alla replicazione 
ma esistono alcune importanti differenze 

1. [Ωwb! ŝ Ŏƻǎǘƛǘǳƛǘƻ Řŀ ǊƛōƻƴǳŎƭŜƻǘƛŘƛ 
2. [Ωwb! ŝ ǎƛƴǘŜǘƛȊȊŀǘƻ Řŀƭƭŀ wb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ  
3. La RNA polimerasi non necessita di un primer 

e può iniziare la trascrizione de novo 
4. [Ωwb! ǇǊƻŘƻǘǘƻ ƴƻƴ ǊƛƳŀƴŜ ŀǇǇŀƛŀǘƻ ŀƭƭƻ 

stampo di DNA (solo in un breve tratto)  
5. Sebbene accurata, la trascrizione è meno 

fedele della replicazione 
6. La trascrizione copia solo alcune parti del 

genoma, ma molte centinaia o migliaia di volte 
 

 



Procarioti Eucarioti 





Unità trascrizionale 
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Le subunità delle RNA polimerasi 

Ŭ2bbôɤ  + s Assemblaggio 
ŘŜƭƭΩŜƴȊƛƳŀ Ŝ 

riconoscimento del 
promotore 

Legame 
nucleotidi 

Legame 
stampo 

Specificità del 
promotore 

Oloenzima 





Modello a chela di granchio 

http://www.federica.unina.it/mini/img.php?src=../files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-10-6.jpg


2 ioni Mg, 1 strettamente legato,  il secondo introdotto ad ogni ciclo con il NTP 





Attività delle topoisomerasi 
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La trascrizione può essere 
divisa in quattro stadi: 

1. Riconoscimento 

2. Inizio 

3. Allungamento 

4. Terminazione 



Elementi cis-agenti 

Fattori trans-agenti 



TATAAT TTGACA 5-9 basi  16-19 basi  

-10 -35 

Sequenza -35 Pribnow box  
Sito di inizio  

della trascrizione  

+1 

Un tipico promotore di E.coli è costituito da tre componenti: 
le sequenze consenso -35 e -млΣ Ŝ ƛƭ ǎƛǘƻ ŘΩƛƴƛȊƛƻ 

I promotori procariotici 

[ŀ άforzaέ Řƛ ǳƴ ǇǊƻƳƻǘƻǊŜ ŘŜǎŎǊƛǾŜ ƭŀ ŦǊŜǉǳŜƴȊŀ Ŏƻƴ Ŏǳƛ ƭΩwb!  
polimerasi inizia la trascrizione, ovvero il numero di trascritti  
che produce in un determinato tempo.   

[ŀ άsequenza consensoέ ŝ una sequenza ideale che rappresenta 
le basi che più frequentemente si trovano in una determinata 
posizione 

Coinvolta nel melting o 
separazione delle eliche del DNA 

Coinvolta nel riconoscimento iniziale 
da parte della RNA polimerasi 





CONSENSUS SEQUENCE APPROACH TO THE IDENTIFICATION 

OF GENETIC SIGNALS 

 
ÅI motivi TTGACA and TATAAT sono i segnali che vengono 
riconosciuti dalla subunitaô sigma70 della polimerasi.  

ÅLa ñforzaò relativa di un promotore eô proporzionale alla sua 
similaritaô ad una specifica sequenza consenso. 

ÅMutazioni nelle regioni -10 and ï35 alterano la ñforzaò del 
promotore. 

ÅEsperimenti tipo footprinting confermano la loro attivitaô. 

ÅI geni che hanno bisogno di essere espressi più di altri hanno una  

     sequenza molto più vicina a quella consenso 



Il fattore sigma 

regione 4 motivo elica-giro-elica  

siti di legame del fattore sigma al DNA 



Il fattore sigma lega il DNA  
(interazione di una h-elica con il solco maggiore) 

interazione  del fattore sigma con il filamento non stampo 



INIZIO 
DELLA  

TRASCRIZIONE 



Inizio della trascrizione (fase abortiva) 

ǇŀǎǎŀƎƎƛƻ ǘǊŀƴǎƛŜƴǘŜΥ ƭΩwb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ Ǿŀ ŀǾŀƴǘƛ Ŝ ƛƴŘƛŜǘǊƻ 
ŀ ōǊǳŎƻΥ ǇǊŜǾŜŘŜ ƭΩŜǎƛǎǘŜƴȊŀ Řƛ ǳƴ ŜƭŜƳŜƴǘƻ ŦƭŜǎǎƛōƛƭŜ 
accartocciamentoΥ ƭΩŜƴȊƛƳŀ ǘƛǊŀ ŘŜƴǘǊƻ Řƛ ǎŞ ƛƭ 5b! 



Associazione e dissociazione del fattore sigma 
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[ŀ ǾŜƭƻŎƛǘŁ Ŏƻƴ Ŏǳƛ ƭΩwb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ ǎƛ ƭŜƎŀ ŀƛ ǇǊƻƳƻǘƻǊƛ ŝ 
troppo grande per essere dovuta alla diffusione casuale 
(non esiste oloenzima libero)  



Fattori Sigma 
di E.coli 

70,000 

32,000 

54,000 

28,000

TTGACA 

CNCTTGAA 

CTGGNA 

TAAA

rpoD 

rpoH 

rpoN 

flal

Gene Sequenza 
-35

Sequenza 
-10

generale 

shock termico 

carenza azoto 

flagellare

TATAAT 

CCCCATNT 

TTGCA 

GCCGATAA

16-18 bp 

13-15 bp 

6 bp 

15 bp

Massa Uso SeparazioneSigma

s

s

s

s

70 

H

N

F

Fattori sigma diversi 
legano promotori diversi 



Ci sono più tipi di fattori sigma ognuno specifico per una classe diversa di promotori. 
Lo shock da calore aumenta la quantità di fattore sigma 32  
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ALLUNGAMENTO 



La bolla di trascrizione 
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il pirofosfato è aggiunto di 
nuovo al nucleotide errato 

aŜŎŎŀƴƛǎƳƛ Řƛ άtǊƻƻŦǊŜŀŘƛƴƎέ ŘŜƭƭΩwb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ 

Gre (fattore procariotico) fa 
invertire la direzione della 
sintesi 



TERMINE DELLA TRASCRIZIONE 



Rho indipendente 

Rho dipendente 



La terminazione Rho indipendente richiede due sequenze 
adiacenti nella regione terminale del DNA trascritto 

Termine Rho indipendente 

Questi elementi non hanno effetto fino a che non 
vengono trascritti dalla RNA polimerasi 

ÅUna sequenza ripetuta e inversa di circa 20 nucleotidi 
(ricca in G:C) 

 

ÅUna sequenza di circa 8 basi ricca in coppie A:T 



La ripetizione inversa permette la formazione di una struttura a forcina 
ƴŜƭƭΩwb! trascritto che rallenta la RNA polimerasi. La sequenza ricca in 
A:U ƴŜƭƭΩƛōǊƛŘƻ RNA-DNA favorisce la dissociazione ŘŜƭƭΩwb! (minori 
legami idrogeno e interazione di stacking) e il distacco ŘŜƭƭΩŜƴȊƛƳŀ 



Legame di rho sul sito rut  
(sequenza presente nella parte terminale del DNA trascritto) 

Termine Rho dipendente 
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Sito rut ricco in citosine 
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Inibitore  Enzima bersaglio  Azione dell'inibitore  

Rifamicina  
Streptolidigina  
Actinomicina D  

a -Amanitina  

oloenzima proc. 
nucleo enz. proc. 
pol I eucariotica  
pol II eucariotica  

lega  b   e inibisce inizio  
lega  b   e inibisce allungamento  
lega il DNA e inibisce allungamento  
lega la RNA polimerasi II  

Inibitori delle RNA polimerasi 



/hb¢wh[[h 59[[Ω9{tw9{{Lhb9 D9bL/! 
NEI PROCARIOTI  



Unità trascrizionale 
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Fattori sigma diversi legano promotori diversi 

generale 

E. Coli possiede diversi fattori sigma 

shock da 
calore 

carenza di 
azoto 

sintesi 
flagellare 

stress 
calore e sali 
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I repressori 





Interazione tra proteine legate al DNA 



Repressori e attivatori 

operatore 

Repressore 



2 modelli di regolazione nei procarioti: negativa e positiva  
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1961 Jacob e Monod proposero lôipotesi dellôoperoneRNA policistronico (Nobel 1965) 
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Lattosio 

Glucosio 

Galattosio Legame b-galattosidico 

b-galattosidasi 



Induttore = 

allolattosio 



monomero e dimero del repressore Lac 

/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ƴŜƎŀǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 
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Struttura del tetramero  lac R 

/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ƴŜƎŀǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 
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[ŜƎŀƳŜ ŘŜƭƭΩƛƴŘǳǘǘƻǊŜ 

/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ƴŜƎŀǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 
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/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ƴŜƎŀǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 
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affinità del repressore per il DNA 

Il repressore lac si lega  al DNA con specificità diversa 
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/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ǇƻǎƛǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 



Cap aumenta la forza del promotore 

/ƻƴǘǊƻƭƭƻ ǇƻǎƛǘƛǾƻ ŘŜƭƭΩƻǇŜǊƻƴŜ ŘŜƭ ƭŀǘǘƻǎƛƻ 
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Combinatory Regulation of Lac Operon 
CAP: catabolite activator protein; breakdown of lactose when glucose is low and lactose is present 



Operone del triptofano 



Operone del triptofano 
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il triptofano agisce da corepressore 

Il repressore trp 
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Attenuazione 

Attenuazione: meccanismo presente nei geni degli aminoacidi 
La trascrizione degli enzimi biosintetici è rallentata se è presente il corrispondente aminoacido 

http://www.federica.unina.it/mini/img.php?src=../files/_docenti/de-simone-vincenzo/img/desimone-39-11-23.jpg


{ǘǊǳǘǘǳǊŜ ŀƭǘŜǊƴŀǘƛǾŜ ƴŜƭƭŀ ǊŜƎƛƻƴŜ ƭŜŀŘŜǊ ŘŜƭƭΩƳwb! ǘǊǇ  
Lƭ ǘǊŀǎŎǊƛǘǘƻ ƴŜƭƭŀ ǊŜƎƛƻƴŜ ŘŜƭƭΩŀǘǘŜƴǳŀǘƻǊŜ ŎƻƴǘƛŜƴŜ п ǎŜƎƳŜƴǘƛ ŎƻƳǇƭŜƳŜƴǘŀǊƛ 

Attenuazione 
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Attenuazione 
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ŎƻƴǎŜƎǳŜƴȊŜ ŘŜƭƭΩŀǘǘŜƴǳŀȊƛƻƴŜ 

Terminatore 
funzionante 

Terminatore  
non funzionante 
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Motivi proteici per il legame con il DNA 

ωFattori di trascrizione 

ωAttivatori 

ωRepressori 

ωEnhancers 



Famiglie di fattori di trascrizione 

ωElica-giro-elica HLH 

ωOmeodominio (elica-giro-elica) HTH 

ωDita di zinco 

ωCerniera di leucina 

ωElica-ansa-elica 

ωNastro-elica-elica 



Il motivo elica-giro-elica (HTH) 
ωCostituito da due eliche separate da un breve -̡turn 

ω[ΩŜƭƛŎŀ /-terminale si inserisce nel solco maggiore del DNA mentre 
ƭΩŜƭƛŎŀ b-terminale stabilizza il contatatto attraverso interazioni 
ƛŘǊƻŦƻōƛŎƘŜ Ŏƻƴ ƭΩŜƭƛŎŀ /-terminale 
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Esempi di domini HTH 
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Omeodominio sotto forma di monomero si lega a geni di sviluppo della drosofila 
[ΩŜƭƛŎŀ Řƛ ǎǳǇǇƻǊǘƻ ŝ ǇƛǴ ƭǳƴƎŀ 

 

Variazioni del motivo elica-giro-elica 
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Il motivo a dita di zinco (Zn-Finger) 

I motivi Zn fingers  sono formati da un -̡strand ed una h-elica che si inserice nel 
solco maggiore del DNA 



Il motivo a dita di zinco (Zn-Finger) 
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3 dita di zinco legano 6 nucleotidi 



2 diversi motivi a dita di zinco  
Zn chelato da 2 His e 2 Cys; 2 dita con Zn chelato da 4 Cys  

Variazioni nel motivo a dita di zinco 
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Il motivo Leucine Zipper  

Alfa elica anfipatica con una leu ogni 7 aminoacidi 
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ω Costituito da una elica anfipatica e 
una regione basica 

 

ω Le proteine con motivo leucine 
zipper dimerizzano sia come 
omodimeri che eterodimeri 

 

ω La regione basica contiene il sito 
per il legame con il DNA  

 

ω La regione basica è spesso 
formata da due eliche che 
interagicono e avvolgono con il 
solco maggiore avvolgendolo 

Il motivo 
Leucine Zipper  



Eterogeneità nelle sequenze riconosciute grazie alla dimerizzazione 

Il motivo Leucine Zipper  
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Il dominio elica-ansa-elica (bHLH) 

Proteine bHLH  
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Il dominio  nastro-elica-elica 

Costituito da due h-eliche e un ̡-strand che si inserisce nel 
solco minore del DNA 
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La trascrizione negli 
eucarioti 



Il meccanismo della trascrizione 



ωAnaloga a quella procariotica ma i complessi proteici delle 
RNApolimerasi contengono molte più proteine accessorie 

 

ωPresenza di più RNA polimerasi 

 

ωMentre nei batteri sono sufficienti pochi fattori trascrizionali 
όˋύ ƴŜƎƭƛ ŜǳŎŀǊƛƻǘƛ ǎƻƴƻ ƴŜŎŜǎǎŀǊƛ Ƴƻƭǘƛ ŦŀǘǘƻǊƛ ǇŜǊ ǳƴŀ 
trascrizione efficiente e promotore-specifica. Questi fattori 
sono chiamati general transcription factors (GTFs). 

Trascrizione eucariotica 



Quali sono le funzioni delle tre RNA polimerasi? 

RNA pol  

I 

RNA pol 

II 

RNA pol 

III 

Å Precursore RNA 

ribosomali (rRNA) 
Å mRNA 

 

Åsmall nuclear RNA 

(snRNA) 

Åsmall nucleolar RNA 

(snoRNA) 

ÅmicroRNA 

Å tRNA 

Å 5 S rRNA  

Å snRNA (U6) 

ÅAltri piccoli 

RNA 

nucleolo nucleoplasma nucleoplasma 

Non sensibile +++ [10-9-10-8 M] 

 

++ [10-5 M] 

 

Inoltre nella cellula eucariotica esistono altre RNA polimerasi : 
-Mitocondri [ simile a RNA pol del fago T7] 
-Cloroplasti  [simile a RNA pol batterica] 

localizzazione 

Tipo di 
trascritto 

Sensibilità 
amanitina 



RNA polimerasi eucariotiche 
ωProteine multimeriche (500-700 kDalton)  

ωDue subunità grandi simili a quelle b e b' della RNA polimerasi 
di E.coli (i siti catalitici sono conservati) 

a) RNA polimerasi procariotica 

b) RNA polimerasi II eucariotica 



RNA polimerasi eucariotiche 
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[Ŝ wb! ǇƻƭƛƳŜǊŀǎƛ ŜǳŎŀǊƛƻǘƛŎƘŜ ǎƻƴƻ ŎƻƳǇƻǎǘŜ Řŀ ǇƛǳΩ Řƛ мл ǎǳōǳƴƛǘŁ  
Valori espressi in kDa 

RNA pol I II III 

190 220  160 

135 150 128 

- - 82 

49 - - 

43 - 53 

40 44.5 40 

- - 37 

34.5 32 34 

- - 31 

27 27 27 

23 23 23 

19 16 19 

14.5 14.5 14.5 

14 - - 

- 12.6 - 

12.2 11 

10 10 10 

Simili a bô e  b 

a 



Fattori di trascrizione negli eucarioti 

ωLe RNA polimerasi I, II e II non sono in grado di legarsi al 
promotore in maniera specifica 

ωPer il legame con il promotore dovono interagire con i 
fattori di trascrizione 

ωI fattori di trascrizione riconoscono gli elemnti di 
ŎƻƴǘǊƻƭƭƻ Ŝ ǇŜǊƳŜǘǘƻƴƻ ƭΩƛƴƛȊƛƻ ǎǇŜŎƛŦƛŎƻ ŘŜƭƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜ  

( trans-acting factors = fattori che agiscono in trans ) 

Å   Possono essere distinti in: 
 - Fattori generali 
 - Fattori a monte 
 - Fattori inducibili 

Coattivatori - corepressori 

TFIIB - TFIID - TFIIE - TFIIF - TFIIH 



Sequenze regolatorie 

ωPromotore (nucleo ed elementi di posizionamento) 

ωElementi prossimali al promotore  

    Upstream activator sequences (UAS) 

-31 .. -26 -2 .. +4      +18..+32 

-200 .. -70 

-200 .. -100 

-700 .. -1000 o più ELEMENTI REGOLATORI A LUNGO RAGGIO 
 

ÅEnhancer:  500 bp, posizionati 700-1000bp a monte o a valle 
ÅSilencers 
ÅIsolatori: 300-2000bp marcano il confine tra eu-etero cromatina 
 

Boundary elements 
ÅRegioni di controllo del locus LCR: organizzano i domini funzionali  
ÅMAR- SAR : regioni di attacco alla matrice 
 

Tutti questi elementi contengono sequenze legate da proteine 
regolatorie 



I promotori eucariotici 



TATA box è presente solo nel 32% dei promotori 



elementi in cis presenti in un promotore ñbaseò della Pol II  
(un promotore in genere contiene solo alcuni di questi elementi almeno 2) 

 TBP: TATA-binding  protein TAF: TBP-associated factors  
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Promotore: insieme di elementi regolatori cis-agenti necessari 

ǇŜǊ ƭΩƛƴƛȊƛƻ ŘŜƭƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜ 

I promotori delle  varie RNA polimerasi 
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A differenza delle altre RNA polimerasi, la subunità di 220 kDa della 
wb! Ǉƻƭ LL όƻƳƻƭƻƎŀ ŀ ōΩŘƛ E.coli ύ ǇǊŜǎŜƴǘŀ ǳƴΩŜǎǘŜƴǎƛƻƴŜ /-terminale 
detta CTD  (C-Terminal Domain) 
 
Il CTD è costituito da ripetizioni di una sequenza di 7 amminoacidi 
(PTSPSYS) contenente siti di fosforilazione 
 
             -Pro-Thr-Ser-Pro-Ser-Tyr-Ser 
                         (52 ripetizioni in mammifero / 26 in lievito) 
 
I residui di treonina (T) e serina (S) sono siti di fosforilazione da parte 
di proteine chinasi specifiche che regolano le funzioni del CTD. 
Lƭ /¢5 ŝ ŎƻƛƴǾƻƭǘƻ ƴŜƭƭŀ ǊŜŀȊƛƻƴŜ ŘΩƛƴƛȊƛƻ ŘŜƭƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜ Ŝ ƛƴƻƭǘǊŜ 
coordina la trascrizione con il processamento del pre-mRNA 

Il CTD  (C-Terminal Domain) della RNA polimerasi II 

RNA polimerasi II 



ωIl CTD è essenziale per le funzioni della RNA 
polimerasi e sporge al di fuori della porzione 
globulare ŘŜƭƭΩŜƴȊƛƳŜ (fino a 50 nm)  

ωSolo la RNA Pol II in cui la CTD non è fosforilata può 
iniziare la trascrizione mentre ƭΩŀƭƭǳƴƎŀƳŜƴǘŜ 
richiede la fosforilazione 

ωLa TATA box (TATAAA) è un promotore universale 
 
[ΩƛƴƛȊƛƻ della trascrizione richiede almeno 7 fattori 
generali di trascrizione (GTFs)  
        TFIIA   TFIIB    TFIID    TFIIE    TFIIF   TFIIH   TFIIJ 

 

Trascrizione mediata da RNA polimerasi II 



La RNA polimerasi II interagendo con i fattori 
generali della trascrizione forma un 

complesso di pre-inizio 
(Pre-Initiation complex)  

INIZIO 



ω[ΩŜƭŜƳŜƴǘƻ ¢!¢! ŝ ǊƛŎƻƴƻǎŎƛǳǘƻ Řŀƭ ŦŀǘǘƻǊŜ ƎŜƴŜǊŀƭŜ Řƛ 
trascrizione TFII D. 

ωTFII D è formato da un complesso multiproteico 

ωContiene TBP (TATA binding protein) e diverse TAF 
(TBP-associated factor). Sono note 14 TAF 

ωDopo il legame con il DNA, TBP distorce la sequenza 
TATA (inserendo  un ̡-sheet bel solco minore).  

ωIl complesso TBP-DNA costituisce una piattaforma a cui 
si associano altri fattori generali di trascrizione e la 
RNA pol II permettendo il corretto riconoscimento del 
sito di inizio 



TBP lega e distorce il DNA mediante un -̡sheet 
inserito nel solco minore 

In seguito al legame il solco minore si 
allarga e il DNA si piega di circa 80°  

 

Il legame di TBP e la piegatura sul 
DNA facilitano il legame di TFIIB al 

promotore 



ωTFIID recluta TFIIB e TFIIF assieme alla RNApol II. Sono reclutate 
ŀƴŎƘŜ ŀƭǘǊŜ ǇǊƻǘŜƛƴŜ ŎƻƳŜ ƛƭ άƳŜŘƛŀǘƻǊŜέ ŎƘŜ ǊŜƎƻƭŀƴƻ ƛƭ ƭŜƎŀƳŜ 
della RNApol II 

ωTFIIB orienta il complesso in una direzione specifica tramite contatti 
con la TBP e una sequenza ricca in GC che segue il TATA box. Il 
dominio N-terminale di TFIIB (nastro di zinco ricco in Cys che legano 
Zn) interagisce con la RNApol II posizionandola sul sito di inizio (+1) 

ωSuccessivamente TFIIE e TFIIH si legano a valle della RNApol II. 

ωTFIIH è iI fattore più grande e complesso (9 subunità )  

ωIn alcuni casi TFIIA è reclutato prima di TFIIB contribuendo alla 
stabitità del complesso. (TFIIA assieme a TFIIJ non sono considerati 
ŎƻƳŜ ŦŀǘǘƻǊŜ ƎŜƴŜǊŀƭƛ ǇŜǊ ƭΩƛƴƛȊƛƻ ŘŜƭƭŀ ǘǊŀǎŎǊƛȊƛƻƴŜύΦ 

ωLa trascrizione dipendente da DPE richiede due fattori addizionali, 
CK2 e PC4 

ωLa formazione del complesso di pre-iniziazione è seguita dal melting 
ƻ ŘŜƴŀǘǳǊŀȊƛƻƴŜ ŘŜƭ ǇǊƻƳƻǘƻǊŜΦ vǳŜǎǘƻ ǊƛŎƘƛŜŘŜ  ƭΩƛŘǊƻƭƛǎƛ Řƛ !¢t Ŝ 
ƭΩŀǘǘƛǾƛǘŁ ŜƭƛŎŀǎƛŎŀ Řƛ ¢CLLIΦ ¢CLLI Ƙŀ ŀƴŎƘŜ ŀǘǘƛǾƛǘŁ ŎƘƛƴŀǎƛŎŀ 



complesso di pre-inizio di Pol II 

Fattori basali 
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