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	Sistemi biologici per la ricerca biomolecolare 

Endonucleasi di restrizione (di I, II e III tipo), restrizione del DNA.

Plasmidi e vettori da essi derivati (pBR e serie pUC).

Inserzione di frammenti in vettori plasmidici.

Metodi di trasformazione dei batteri.

Selezione ed analisi di cloni ricombinanti (inattivazione inserzionale, alfa-complementazione).

Estrazione del DNA plasmidico da batteri.

Tecniche di risoluzione degli acidi nucleici (gel d’agarosio, gel di acrilammide).

Vettori basati sul batteriofago lambda (vettori di sostituzione e vettori di inserzione).

Fago M13.

Costruzione e screening di genoteche genomiche e di cDNA.

Metodi di marcatura, con isotopi radioattivi e con sistemi non radioattivi (DIG ossigenina, biotina), lungo tutta l’elica di DNA o alle estremità della molecola.

Ibridazione molecolare con sonde radioattive e non radioattive.

Sistemi di rivelazione delle sonde marcate.

Vettori di espressione.

Proteine di fusione, costruzione dei cloni per l’espressione e la purificazione (immunocromatografia e cromatografia per affinità).

Screening immunologico di una genoteca di espressione.

Tecniche di sequenziamento: Maxam e Gilbert, Sanger, automatico con l’impiego di fluorocromi.

Valutazione dell’espressione di singoli geni: RT-PCR, Norther blot, RNAsi protection Caratterizzazione di sequenze regolative: Costruzioni plasmidiche con geni repoter, DNA Binding assay, Footprinting

Amplificazione in vitro di sequenze di DNA: PCR (nested, colony, asimmetrica, RT-PCR)
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	Restrizione del DNA ed analisi dei prodotti su gel di agarosio; Reazione di ligasi e trasformazione in cellule batteriche; Selezione dei cloni ricombinanti ; Colony hybridization ; Minipreps; Southern blotting ed ibridazione con sonda marcata con DIG ossigenino; PCR 
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Glick B.R.,  Pasternak J.J. -  Biotecnologia molecolare, principi e applicazioni del DNA ricombinante -  Zanichelli.

Watson J.D., Gilman M., Witkowski J., Zoller M. – DNA ricombinante – Zanichelli.

Vari testi di biologia molecolare


