
Splitting e separazione di blastomeri efficienza limitata, 
massimo 3, eccezionalmente 4 cloni 

..altre opzioni? 

Loi, 1990 Loi, 1990 



   Perdita di DNA durante il processo  
differenziativo 

DNA  

1900 – la differenziazione cellulare dovuta a perdita elettiva di “geni” 



Hans Spemann’s experiment  (1928) 

Blastomeri prima della  
Attivazione genoma embrionario  
Sono totipotenti 



L’esperimento “Fantastico” di Spemann 

“Fecondare” un oocita con una cellula somatica 



Transplantation of Living Nuclei of Late Gastrulae 
into Enucleated Eggs of Rana pipiens 

by THOMAS j . KING and ROBERT BRIGGS 
1953 

L’esperimento “fantastico” realizzato nel 1953 da Briggs & King 

Tadpole (girini) derivati da 
trapianto nucleare di cellule  
Embrionali in oociti enucleati 

Robert Briggs (1911-1983) Thomas King 1921-2000 



A Description of the Technique for Nuclear 
Transplantation in Xenopus laevis 

by T. R. ELSDALE, J. B. GURDON, and M. FISCHBERG 
From the Embryology Laboratory, Department of Zoology and Comparative 

Anatomy, Oxford 



John Gurdon’s experiment (1958) 



L’esperimento di John Gurdon 
Ha stabilito la “totipotenza” del genoma in tutte le cellule  



Il DNA non viene perso durante il processo  
Differenziativo, ma geni vengono espressi  
In modo diverso a seconda del tipo cellulare 

DNA 

Moderna teoria della differenziazione cellulare 



Più avanzato il processo differenziativo, minore la riprogrammazione nucleare 
Dati di Briggs and King, & Gurdon 



McGrath and Solter applicano per la prima volta  
La tecnica del trapianto nucleare al topo (1983) 

Davor Solter, 1944- 



Clonazione attraverso trapianto nucleare  
Di specie di interesse zootecnico (pecora) 

 

 

 

 

 

•In seguito, numerose compagnie private iniziarono a 
“vendere” la clonazione come tecnica riproduttiva (Genus, 
Granada Genetics, Alta Genetics, BEMA, Animal Breeding 
Service, ArtTech, etc.) 

Steen Willadsen, 1943- 



Schema di clonazione di embrioni attraverso  
il trapianto nucleare (Loi, 1991) 



Fasi di micromanipolazione per il trapianto nucleare (Loi, 
1992) 



Fusione membrane indotta da: 

Virus Sendai inattivo 

Glicole etilenico 

Pulse di corrente elettrica diretta 
 (1200 kV/cm – 80-120 microsecondi) 
 – medium non elettrolitico!! 

+ 

+ 

- 

- 

Dipolo rapido  
apre pori transitori 
Nelle due  
membrane contigue 
10 minuti c.a. 



Tuttavia, bassa efficianza della clonazione con  

Cellule embrionali in quel periodo (Loi, 1992) 

100 embrioni manipolati per produrre un agnello 
clonato !!!! 



Fattori che influenzano l’efficienza della clonazione (con cellule embrionali) 

1) Attivazione dell’oocita 

2) Compatibilità tra ciclo cellulare dell’oocita e cellula embrionale 



Cell cycle in eukaryotes 



Gli oociti sui quali viene traferitop il nucleo sono sempre(!) in meiosi (II 
metafase) 

Ricorda!  
Livelli elevati di MPF 
 (cdk2-CiclinB) 



Quando trasferisco un nucleo in un oocita in metafase II 
il DNA si condensa rapidamente (30 minuti)  

Fase M (Mitosi/Meiosi) dominante su tutte  
le altre fasi del ciclo cellulare 



In un embrione preimpianto  le cellule (blastomeri) 
sono quasi tutte (90%) in fase di duplicazione del DNA 

(fase S) 



Seguite due strategie per indurre compatibilità tra oocita/nucleo 

Sincronizzazione dei blastomeri in fase M 
Trattamento degli embrioni prolungato con colcemid 

Usare oociti pre-attivati (universal recipient – Campbell) 







“Universal Recipient” efficiente ma non pratico – 
 necessaria una doppia manipolazione, tempi prolungati 

Sintesi dei primi inibitori di protein kinase (6-Dymethyl-Amino-Purine 6-DMAP) 
Controllo del ciclo cellulare! 



6-dimethylaminopurine following ionomycin activation increased the 
proportion of blastocyst up to 80%…..(Loi et al., 1998) 



Cloni di 7-15 animali normali ottenibili da un singolo embrione…… 

(Loi, et al. Biology of Reproduction 1998) 



Keith Campbell, 1954-2012  Ian Wilmut, 1943- 



Enucleazione  

Conferma enucleazione 
Oocita maturo  

Trapianto nucleare  

Come si fà il trapianto nucleare?  
Clonazione con cellule somatiche 
 



In oociti con citoplasma trasparente visualizzazione fuso meiotico con  
Microscopio a luce polarizzata (Poll-Scope)  



La pecora Dolly 



Dolly Patton, American folk singer…….. 



Panico globale---- 



 
Italian government 'arrests' cloned bull 
By Associated Press 
 
ROME -- Poor Galileo. Just a youngster and 
he's under arrest -- locked in a stall and 
accused of being a freak. 

Prof. Cesare Galli 

Avantea and Univeristà di 

Bologna 



Dolly è stata imbalsamata  

ed è esposta allo Scottish Museum di Edinburgo 



 Clonazione riproduttiva: appplicazioni in: 

Riproduzione animale 

Animali transgenici 

Moltiplicazione di specie minacciate di estinzione 

..però….bassa efficienza della clonazione 1-5% 



1996 1998 1998 1999 

2000 2001 2002 

2003 2003 2003 

Clonate praticamente tutte le specie da reddito e di affezione 



Clonati anche animali “non convenzionali” 
 

Medaka Fish 
zebrafish 



Clone di bovini (Nuova Zelanda) 



 Clonazione riproduttiva: appplicazioni in: 

Riproduzione animale 

Animali transgenici 

Moltiplicazione di specie minacciate di estinzione 

..però….bassa efficienza della clonazione 1-5% 







Genetic rescue of an endangered mammal by cross-species 

nuclear transfer using post-mortem somatic cells 

Loi et al., Nature Biotechnology 2001 

Produzione del primo clone animale  selvatico al mondo  



Sviluppo embrionale e fetale 

..purtroppo, l’efficienza della clonazione 
 ancora troppo bassa, 1-5%  



Elevata mortalità neonatale 



Rimodellamento nucleare Fertilizzazione 
Clonazione 
con cellule 
somatiche 

Normale 
sviluppo??? 
No 

Normale 
sviluppo??? Si 

Principale problema del cloning 
È l’insufficente riprogrammazione nucleare 



Rimodellamento e riprogrammazione nucleare  

Nucleo somatico (rimuovere la membrana!) si espande enormemente nell’oocita: 
 nuclear swelling 

Nuclear swelling espressione morfologica della riprogrammazione nucleare 



Bassa efficienza: a prescindere dal tipo cellulare (Kato e Tsunoda, 2013)  



Strategie proposte per aumentare la riprogrammazione nucleare 

Sincronizzare le cellule somatiche in G0: 5 giorni a basse % di siero in coltura 
Keith Campbell 1997 – allontana fattori trascrizione 

Prolungata esposizione (4 ore) dei cromosomi somatici nell’oocita enucleato 
Attivazione oocita posticipata – allontana fattori transcrizione 
Yanagimachi 1998  

Esposizione delle cellule prima e dopo il trapianto nucleare a inibitori  
Di istone de-acetilasi – apre la struttura della cromatina 
Wakayama 2007 



Strategie proposte per migliorare l’efficienza 



Possiamo organizzare la cromatina  

di una cellula somatica 

Come quella dello spermatozoo?: 

Loi e Coll…?????? 





5485 animals specie animali in via di estinzione,  

180 sono  mammiferi 

3500 razze locali minacciate di estinzione (FAOglobal survey 2005) 

  

 
                                                                                                                                                                                                                   

  

 
               

    

  

 
                                  

  

  

 
                               

  

  

 
                                                 

 
                                                                           

  

 
                                                                                                                                                                                                                   

Clonare animali in via di estinzione 



Current Biology 2002 



Congelamento in azoto liquido comunemente impiegato  

per lo stoccaggio di linee cellulari… elevati costi di mantenimento  

Esistono alternative? …… 

Azoto liquido golden standard per cryostoccaggio 



Aggiungi 
H20 



Peptidi – vaccini liofilizzati di uso ordinario 



“semplici” genomi conservati liofilizzati 

Batteri-lieviti 

…nessun tentativo si liofilizzare cellule eucariotiche nucleate  



 

Spermatozoi liofilizzati mantengono la potenzialità 

di generare normali individui (topi)  

Wakayama & Yanagimachi 1998 

…e le cellule somatiche? 



Miei primi esperimenti  di trapianto 

nucleare (1999-2000) 



Heat treated granulosa cells  

(55 °C) 

Ma si possono usare cellule non vitali per il nuclear transfer? 



Fusione cellulare non praticabile con cellule non vitali  

..iniezione diretta in oociti enucleati  



Risultati Freeze-dried NT experiments 1999-2000 

Donor 

nuclei 

n. injected n. Cleaved 

(%) 

Blastocyst

s (%) 

Freeze 

dried 

461 - - 

control 320 268 (84) 119 (37) 

Danno al DNA in seguito alla liofilizzazione 



Ricercatori Israeliani sono riusciti a far germinare 

un seme di palma da datteri di 2000 anni trovato a 

Masada . 

Amir Arav contribution 



Lezioni dalla Natura:  
trealosio sintetizzato da organismi anidrobionti 

Active Tardigrade Dried Tardigrade 
Crowe and Cooper. 1971. Scientific American  



Thehalose (0.1M in Hepes) inserito nel medium di congelamento  



  

Effetti del trealosio sulle cellule allo stato anidro 

Trehalose -  SEM x 150 Trehalose +  SEM x 150 
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Danno cellulare rilevato con Comet assay 

Comet essay 

Granulosa cells 



Cellule della Granulosa liofilizzate  



Cellule della granulosa di pecore di razza Awassi 

 liofilizzate e spedite da Tel Aviv a Teramo 



Trapianto nucleare di cellule 

liofilizzate 







 
Eseguiti due trasferimenti di embrioni clonati da cellule liofilizzate 

 la nascita di un normale individuo prova fondamentale 







L’Arca di Noè delle banche di cellule 
liofilizzate 







http://www.nationalgeographic.com/deextinction  

 
 

Recipe for a Resurrection 
Scientists could try to clone a mammoth. Should they? 

 
 

http://www.nationalgeographic.com/deextinction
http://www.nationalgeographic.com/deextinction


Sezioni istologiche tessuti (arto anteriore) di un  

Mammoth di 15000 anni trovato in Siberia 

Possiamo clonare il Mammut?  



Nuclei isolati dai tessuti di mammut 



Trapianto  nucleare di nuclei di mammut  

in oociti enucleati di topo 





Altro problema: Disponibilità di femmine 
riceventi per l’embryo transfer 

Semplice nel caso pecora-muflone…….. 



…….si può evitare il rigetto immunologico 
 nel caso di trapianto embrionale 

intraspecifico?....... 



Sviluppo embrionale giorni 0-7 

Trofoblasto dà origine  
alla placenta 

Bottone embrionario 
dà origine al feto  



Si può trasferire un embrione di daino 
Nell’utero di una pecora? 



Microchirurgia per il trapianto del bottone embrionario 
Loi P. et al., Trends in Biotechnology 2007 



Scambio di trofoblasto 
tra blastocisti di pecora 

Loi P. et al., submitted  

7 blastocisti ricostruite 
trasferite su riceventi sincrone 

3 agnelli nati 



Blastocisti al giorno 7 di sviluppo  

…..il sogno……. 





From: Lanza et al., Nature Medicine 5, 975-977 (1999) 

…..too fast from mice to man…?… 



“Three parents” babies….? 
Prevenzione patologie dovute a mutazioni del 

DNA mitocondriale 



Micromanipulation for Cytoplasmic exchange  

Oocyte with  
mutated mtDNA 

“Healthy” oocyte 

Cytoplasm aspiration 

Cytoplasm injection  
Heteroplasmic oocyte 

Lynsey Cree & Pasqualino Loi, Molecular Human Reproduction, in press 



Micromanipulation for MII transfer  

Oocyte with mutated 
 mtDNA 

“Healthy” oocyte 

Enucleation  

MII transfer & electrofusion  

Heteroplasmic, 
“cured”  oocyte 



Micromanipulation for GV Exchange  

Oocyte with  
mutated mtDNA 

“Healthy” oocyte 

Enucleation  

GV transfer and electofusion  

Heteroplasmic, 
“cured”  oocyte 



Micromanipulation for PN exchange  

Heteroplasmic, 
“cured”  zygote  

Zygote with  
mutated mtDNA 

“Healthy” zygote 

PN aspiration  

PN transfer & electrofusion  



Altre opzioni per indurre la riprogrammazione nucleare 
(nuclear remodelling) 



Riprogrammazione con trapianto nucleare su oocita (canonico) 

Riprogrammazione indotta da fattori fisiologici dell’oocita: alta efficienza 

Riprogrammazione sino a sviluppo embrionale, comprese ICM cells (stem cells): alta 

Riprogrammazione sino a  sviluppo a termine (nati): bassa, alta incidenza anomalie 
epigenetiche 

Impegno tecnico e costi: basso 

Applicazioni : clonazione riproduttiva, clonazione terapeutica (isolamento stem cells 
Per terapia rigenerativa), modelli sperimentali 



Riprogrammazione mediate fusione cellulare: stem cell + cellula differenziata 

Fusione indotta con glicole etilenico 

Riprogrammazione in trans da fattori di staminalità della stem cells 

Impegno tecnico e costi: basso 

Applicazioni: cellule tetraploidi alla fine del processo, solo ricerca di base 



Riprogrammazione con estratti cellulari (Philippe Collas, 2006) 

Esposizione di cellule differenziate (previa permeabilizzazioone membrane 
 con streptolisina O) a estratti di stem cells 

Riprogrammazione in trans dovuta a mRNA di geni plutipotenti e loro prodotti 

Efficienza: bassa 

Impegno tecnico e costi: tecnicamente molto complessa, basso costo 

Applicazioni: ricerca di base 



Inducible plutipotent cells (IPS); Yamanaka, 2006 

Riprogrammazione indotta da geni di pluripotenza: Oct4, Sox2, C-Myc, Kfl4 

Efficienza di riprogrammazione: bassa 

Riprogrammazione sino a generare nati: si, solo con chimerismo, molto bassa 

Impegno tecnico: alto 

Rischi: C-Myc potenziale carginogeno, le IPS integrano i quattro vettori nel genoma, 
Alterazioni della metilazione 

Applicazioni: terapia rigenerativa (***), drug screening, modelli di patologia   

Per terapia degenerativa: nessun transgene, si usa mRNA o i prodotti dei geni 
Oct4, Sox2, C-Myc, Kfl4 
 
 



Riprogrammazione per “Trans-differenziazione” 

Transformazione di una cellule differenziata in un’altra di derivazione embrionale  
Diversa mediante transfezione di costrutti (virali) codificanti per fattori di trascrizione 
Tessuto-specifici 

Efficienza: abbastanza alta 

Impegno tecnico e costi: alto 

Applicazioni: medicina rigenerativa, ricerca di base 



Premio Nobel 2012 per la medicina a John 
Gurdon e Yamanaka 

http://www.youtube.com/watch?v=cPvidAvzmx0  

IPS 
Nuclear Transfer 

http://www.youtube.com/watch?v=cPvidAvzmx0

