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Reazioni enzimatiche in vitro su acidi nucleici: Enzimi di restrizione. Enzimi di modificazione. Trascrittasi inversa. 
Marcature del DNA e dell’RNA

Polymerase chain reaction e sue applicazioni. Sintesi di oligonucleotidi.

Sequenziamento del DNA. Nuovi sistemi di sequenziamento “massivo” o “Deep Sequencing”
Ibridazioni molecolari: Southern, Northern, Western, Southwestern, ibridazioni su colonia, in situ.

Vettori di clonaggio procariotici. Trasformazione di cellule procariotiche. Vettori di espressione. Librerie

genomiche e a cDNA. Mutagenesi in vitro.
Espressione di proteine in E.coli, in S.cerevisiae e in cellule eucariotiche superiori

Metodi di analisi di interazioni proteine-Acidi Nucleici. Footprinting, band-shift.
Il sistema sperimentale di lievito vettori, marcatori, sistemi di selezione. Il lievito come modello per studiare il ciclo cellulare e

l’espressione genica.

Vettori eucariotici animali: sistemi di trasfezione e selezione. Integrazione omologa o eterologa.
Cenni sulle Malattie genetiche e Terapia Genica

Progetti genoma. Stategie, Banche dati, organismi modello. Microarrays, "Trascrittoma" e “ Proteoma",
spettrometria di massa

Bioinformatica: Programmi in rete per ricercare omologie di sequenze nucleotidiche o aminoacidiche

Testi consigliati: Rose, Ingegneria Genetica - Alberts, Biologia Molecolare della Cellula
Watson, Il DNA ricombinante – Reece, Geni e Genomi
Brown, Biotecnologie Molecolari



Passaggi principali nello sviluppo della tecnologia del DNA ricombinante

1869 - Isolamento del DNA
1944 - Dimostrazione che il DNA porta l’informazione genetica
1953 - Struttura a doppia elica del DNA
1955 - Dna polimerasi
1961 - Denaturazione e rinaturazione del DNA
1962 - Enzimi di restrizione
1966 - Codice Genetico
1972 - Prime tecniche di clonazione
1975 - Ibridazione molecolare
1975 - Sequenziamento del DNA - Sequenziamento di Genomi  - 1977-oggi
1977 - Prima Biotech company - Genentech
1981 - Topi transgenici
1982 - Nascita di GenBank
1985 - PCR
1989 - 2-Hybrid
1990 - Blast
1991 - Sequenziamento automatico
1995 - Primo genoma: Haemophilus influenzae
1997 - Microarrays
2001 - Genoma umano
2007 – Next Generation Sequencing
2013 – CRISPR-Cas9



DNA ricombinante



DNA ricombinante:Tecniche di base

Trasformazione - Vettori

Elettroforesi

Trasferimento di Acidi Nucleici e Proteine

Ibridazione

Sequenziamento

PCR
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Separazione del DNA



DNA ricombinante:Tecniche di base



DNA ricombinante

1) Taglio e frammentazione del DNA

2) Enzimi di modificazione

3) Strategie di Clonaggio

4) Vettori plasmidici e fagici

5) Sequenziamento del DNA

6) Interazione Proteine-Acidi Nucleici

7) MicroArrays, NGS ed approccio genomico



Clonaggio molecolare

DNA Genomico

mRNA

pre-mRNA

Small-RNA

Micro-RNA

Proteina molto abbondante

Proteina poco abbondante



DNA genomico
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DNA genomico ?



DNA plasmidico 
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