
Ingegneria	
  Gene*ca	
  “Tradizionale”	
  





Ingegneria	
  gene*ca	
  moderna:	
  
	
  “DNA	
  ricombinante”	
  



Tappe	
  fondamentali	
  per	
  lo	
  sviluppo	
  della	
  tecnica	
  del	
  DNA	
  ricombinante	
  

1967:	
  
Scoperta	
  della	
  DNA	
  ligasi	
  

1968:	
  
Scoperta	
  degli	
  enzimi	
  di	
  

restrizione	
  

1972:	
  
Trasferimento	
  di	
  DNA	
  e	
  uso	
  

Dei	
  plasmidi	
  

Organismi	
  transgenici	
  ad	
  
oggi:	
  

BaAeri,	
  lieviD,	
  inseE,	
  piante,	
  
Peschi,	
  uccelli	
  e	
  mammiferi	
  



Animali	
  transgenici,	
  che	
  cosa	
  sono?	
  
	
  

Animali	
  nel	
  cui	
  genoma	
  è	
  stato	
  inserito	
  un	
  gene	
  esogeno,	
  
o	
  depleto/modificato	
  	
  uno	
  endogeno	
  
	
  
	
  

Perché?	
  Applicazioni	
  

Produzione	
  di	
  pep*di	
  biologicamente	
  aGvi	
   Induzione	
  di	
  resistenza	
  alle	
  malaGe	
  	
  -­‐	
  prioni-­‐	
  

Organi	
  per	
  xenotrapian*	
  	
   Produzione	
  di	
  modelli	
  animali	
  di	
  patologie	
  umane	
  

Ricerca	
  di	
  base	
  



Organismi	
  u*lizza*	
  come	
  modelli	
  transgenici	
  

Arabadopsis	
  	
  

C.	
  Elegans	
  
Drosofila	
  
Xenopus	
  
Zebrafish	
  

Topo	
  	
  
RaAo	
  	
  
Pecora	
  
Bovino	
  
Capra	
  
Suino	
  
Coniglio	
  	
  



RNAi	
  (RNA	
  Interference)	
  –	
  ablazione	
  funzionale	
  geni	
  



Cenni	
  storici	
  	
  



Primi	
  studi	
  
Palmister	
  &	
  Brinster,	
  1982	
  

Primi	
  topi	
  transgenici	
  esprimen*	
  il	
  Growth	
  Hormone	
  
Di	
  raUo	
  



Fase	
  I:	
  sintesi	
  e	
  preparazione	
  del	
  veUore	
  transgenico	
  



Produzione	
  di	
  un	
  topo	
  transgenico:	
  
Metodologia	
  

InieUare	
  femmine	
  di	
  topo	
  con	
  PMSG	
  (pregnant	
  Mare	
  Serum	
  Gonadotrophin)	
  
HCG	
  (induce	
  l’ovulazione)	
  

Verificare	
  l’accoppiamento	
  (vaginal	
  plug)	
  

Recuperare	
  gli	
  zigo*	
  allo	
  stadio	
  pronucleare	
  

Iniezione	
  (capillari	
  con	
  filamento	
  interno)	
  pronucleare	
  maschile:	
  	
  	
  
(1/2	
  picolitri	
  DNA	
  linearizzato:	
  100/200	
  copie	
  del	
  gene	
  –Eppendorf	
  Injectman)	
  	
  

Trapianto	
  nella	
  ricevente	
  (ovidoUo)	
  accoppiata	
  con	
  maschio	
  vasectomizzato!	
  

Analisi	
  dei	
  na*	
  (Southern	
  blot)	
  

hAps://www.youtube.com/watch?v=h-­‐Bfc1GPWpE	
  	
  	
  



Basi	
  molecolari	
  

Inserzione	
  del	
  DNA	
  esogeno	
  casuale	
  	
  

RoUura	
  del	
  DNA	
  dovuta	
  azione	
  meccanica	
  iniezione	
  
	
  

Plasmide	
  con	
  DNA	
  esogeno	
  inserito	
  da	
  ligase	
  durante	
  la	
  riparazione	
  DNA	
  



Screening	
  dei	
  na*	
  	
  



7-­‐10%	
  animali	
  na*	
  sono	
  transgenici	
  (Southern	
  blot	
  DNA	
  genomico)	
  

Efficienza	
  	
  

1-­‐3%	
  animali	
  transgenici	
  esprimono	
  il	
  gene	
  esogeno	
  (?)	
  

1)	
  Inserzione	
  transgene	
  in	
  loci	
  non	
  espressi	
  

2)	
  Me*lazione	
  del	
  transgene	
  



Quadro	
  generale	
  efficienza	
  iniezione	
  pronucleare	
  	
  



Transgenesi	
  mediante	
  iniezione	
  pronucleare	
  
	
  impiegata	
  in	
  acquacoltura	
  e	
  nei	
  polli	
  



Random	
  vs	
  inserzione	
  mirata	
  del	
  transgene:	
  
ricombinazione	
  omologa	
  

Iniezione	
  pronucleare	
  
Strategia:	
  

Affiancare	
  il	
  transgene	
  in	
  3’	
  e	
  5’	
  con	
  sequenze	
  
Complementari	
  alla	
  regione	
  genomica	
  di	
  interesse	
  



Schema	
  ricombinazione	
  omologa	
  



Ricombinazione	
  omologa:	
  	
  
Selezionare	
  le	
  cellule	
  con	
  transgene	
  in	
  posizione	
  correUa	
  

Altre	
  opzioni	
  di	
  DNA	
  	
  
transfer	
  sono	
  disponibili:	
  
Lipofectamina,	
  precipitazione	
  con	
  Ca++	
  fosfato	
  



Ricombinazione	
  omologa	
  in	
  stem	
  cells	
  

Thymidin	
  kinase	
  



Selezione	
  cellule	
  con	
  transgene	
  in	
  posizione	
  correUa	
  



Transgenic	
  mouse	
  con	
  ricombinazione	
  omologa:	
  
Workflow	
  	
  



Inserzione	
  mirata	
  di	
  un	
  transgene	
  serve	
  a:	
  



Premio	
  Nobel	
  2007	
  per	
  “Gene	
  Targe*ng”	
  





Transgenesi	
  condizionale:	
  
Il	
  sistema	
  Cre-­‐LoxP	
  

Eliminare/aGvare	
  un	
  dato	
  gene	
  in	
  un	
  dato	
  tessuto,	
  organo,	
  o	
  	
  
In	
  una	
  fase	
  par*colare	
  di	
  sviluppo	
  

“Causes	
  recombinaDon"	
  





Il	
  sistema	
  CRE-­‐Lox	
  
Transgenesi	
  condizionale	
  	
  





Il	
  Sistema	
  Cre-­‐LoxP	
  



Transgenesi	
  condizionale,	
  il	
  sistem	
  TER	
  OFF/TET	
  ON	
  



Sistema	
  TET-­‐OFF	
  



Sistema	
  TET-­‐OFF	
  



Sistema	
  TET-­‐OFF	
  



Sistema	
  TET-­‐ON	
  



Sistema	
  TET-­‐ON	
  



Sistema	
  TET-­‐OFF	
  &	
  TET-­‐ON	
  



Sistema	
  TET-­‐ON	
  



I	
  due	
  sistemi	
  a	
  confronto	
  



Integrazione	
  di	
  materiale	
  gene/co	
  nella	
  cellula	
  ospite	
  	
  
•SCOPO:	
  Guadagno	
  di	
  funzione	
  	
  
•CARATTERISTICA:	
  -­‐	
  inserzione	
  random,	
  casuale	
  -­‐	
  veAore	
  max	
  8Kb	
  -­‐	
  l’animale	
  
puo’	
  risultare	
  contaminato	
  da	
  retrovirus	
  delle	
  cellule	
  helper	
  	
  
VeUori	
  retrovirali	
  	
  

VeUori	
  retrovirali	
  



Principali	
  *pi	
  di	
  veUore	
  virale:	
  caraUeris*che	
  



Schema	
  transgenesi	
  indoUa	
  con	
  veUori	
  retrovirali	
  



Vantaggi	
  e	
  svantaggi	
  della	
  transgenesi	
  con	
  veUori	
  virali	
  

Vantaggi:	
  	
  
alta	
  efficienza	
  di	
  trasfezione	
  

Svantaggi	
  	
  



Cromosomi	
  ar*ficiali	
  di	
  lievito	
  
Yeast	
  Ar*ficial	
  Chromosome	
  -­‐	
  YAC	
  



Cromosomi	
  ar*ficiali	
  di	
  lievito	
  
Yeast	
  Ar*ficial	
  Chromosome	
  -­‐	
  YAC	
  



Cromosomi	
  ar*ficiali	
  di	
  lievito	
  
Yeast	
  Ar*ficial	
  Chromosome	
  –	
  YAC	
  

Come	
  si	
  usano	
  



Cromosomi	
  ar*ficiali	
  di	
  lievito	
  
Yeast	
  Ar*ficial	
  Chromosome	
  –	
  YAC	
  

Come	
  si	
  usano	
  –	
  SCHEMA	
  -­‐	
  	
  



Applicazioni	
  Transgenesi	
  con	
  YAC	
  

HPRT=	
  HipoxanDna-­‐guanina	
  fosforibosil-­‐transferasi	
  



Transgenesi	
  in	
  grossi	
  animali	
  –	
  animali	
  da	
  reddito	
  
Vantaggi	
  



Transgenesi	
  in	
  grossi	
  animali	
  –	
  animali	
  da	
  reddito	
  
Vantaggi	
  



Transgenesi	
  nelle	
  specie	
  da	
  reddito	
  
Possibilità	
  applica*ve	
  

LaAe:	
  
Aumento	
  produzione	
  
Produzione	
  pepDdi	
  ad	
  

azione	
  biologica	
  
Eliminazione	
  composD	
  

(–	
  laAosio)	
  
	
  

Sangue:	
  
PepDdi	
  
Farmaci	
  

Resistenza	
  alle	
  
malaEe	
  

Ormoni:	
  
FaAori	
  di	
  rilascio	
  
ipofisario	
  (gnrh)	
  
NeuropepDdi	
   Miglioramento	
  	
  

Produzioni	
  di:	
  
Carne	
  
Lana,	
  
cuoio	
  



Transgenesi	
  in	
  grossi	
  animali	
  –	
  animali	
  da	
  reddito	
  
Metodi	
  

Iniezione	
  pronucleare	
  
Iniezione	
  di	
  retrovirus	
  
Transfezione	
  di	
  spermatozoi	
  
Modificazione	
  gene*ca	
  di	
  spermatogoni	
  
e	
  trapianto	
  nel	
  tes*colo	
  
Trapianto	
  nucleare	
  di	
  cellule	
  modificate	
  gene*camente	
  
	
  

Cellule	
  staminali	
  embrionali	
  strumento	
  ideale	
  per	
  
	
  transgenici:	
  	
  
non	
  isolate	
  nelle	
  specie	
  da	
  reddito	
  



Numero	
  di	
  animali	
  transgenici	
  in	
  conDnuo	
  aumento	
  
USA,	
  Asia,	
  Sud	
  Corea,	
  Giappone,	
  Europa	
  



Tracy-­‐	
  prima	
  pecora	
  transgenica	
  prodoUa	
  da	
  John	
  Clark,	
  Roslin	
  Ins*tute	
  
(produceva	
  35	
  g	
  alfa-­‐1-­‐an*tripsina	
  per	
  litro	
  di	
  laUe	
  1991)	
  

John	
  Clark	
  
1951	
  –	
  12	
  August	
  2004	
  

Animali	
  come	
  bioreaUori:	
  storia	
  



Iniezione	
  pronucleare	
  in	
  zigote	
  di	
  pecora	
  	
  

Centrifugazione	
  14000	
  rpm	
  x	
  10	
  mins	
  



Principali	
  *pi	
  di	
  oGca	
  per	
  la	
  micromanipolazione	
  

Contrasto	
  interferenziale	
  “Nomarski”,	
  DIC	
  (Differen*al	
  Contrast)	
  
Indispensabili	
  capsule	
  Petri	
  di	
  vetro!	
  

Contrasto	
  interferenziale	
  “Hoffman”	
  
Il	
  più	
  usato,	
  capsule	
  Petri	
  di	
  plas*ca	
  



Animali	
  transgenici	
  

BioreaUori:	
  purificazione	
  del	
  pep*de	
  espresso	
  nel	
  laUe	
  di	
  
animali	
  transgenici	
  





Gli	
  spermatozoi	
  “assumono”	
  DNA	
  esogeno	
  







Celebi C et al. Biol Reprod 2003;68:1477-1483 

©2003 by Society for the Study of Reproduction 

I	
  tre	
  approcci	
  per	
  la	
  produzione	
  di	
  animali	
  transgenci	
  	
  
modificando	
  i	
  game*	
  maschili	
  	
  



I	
  tre	
  approcci	
  per	
  la	
  produzione	
  di	
  animali	
  transgenci	
  	
  
modificando	
  i	
  game*	
  maschili	
  	
  

Esposizione	
  di	
  spermatozoi	
  eiacula*	
  al	
  costruUo	
  di	
  DNA	
  
(a	
  volte	
  con	
  pretraUamento	
  –shock	
  termico	
  –	
  permeabilizzazione	
  –	
  	
  
EleUroporazione	
  -­‐	
  per	
  facilitare	
  l’uptake	
  di	
  DNA)	
  

Iniezione	
  del	
  costruUo	
  di	
  DNA	
  per	
  vie	
  endotes*colare	
  (deferente	
  -­‐rete	
  tes*s)	
  

Iniezione	
  intra-­‐tes*colare	
  di	
  germ	
  cells	
  modificate	
  gene*camente	
  
(necessario	
  eliminare	
  le	
  cellule	
  germinali	
  “residen*”	
  prima)	
  

Applicazione	
  nel	
  topo;	
  metodica	
  ancora	
  in	
  fase	
  sperimentale	
  
Sinora	
  bassa	
  efficienza	
  	
  



Sperm	
  –	
  mediated	
  transgensis	
  controversa……	
  

Eghbalsaied S et al. Reproduction 2013;145:97-108 





Figure	
  1:	
  A	
  liUer	
  of	
  α-­‐LA	
  transgenic	
  piglets.	
  
Transgenic	
  sows	
  produce	
  up	
  to	
  70%	
  more	
  milk	
  than	
  control	
  non-­‐transgenic	
  
liAer	
  mates.	
  Piglets	
  grow	
  up	
  to	
  500	
  gm	
  more	
  during	
  a	
  21d	
  lactaDon	
  (Noble	
  et	
  
al.	
  2002).	
  ©	
  2013	
  Nature	
  Educa*on	
  All	
  rights	
  reserved.	
  	
  

Aumentare	
  la	
  quan*tà	
  di	
  laUe	
  con	
  transgenesi	
  (iniezione	
  pronucleare)	
  



Figure	
  2:	
  Can	
  transgenic	
  technology	
  produce	
  comparable	
  milk	
  volume?	
  
Small	
  improvements	
  in	
  milk	
  volume	
  in	
  Guzerat	
  cows	
  (lem)	
  using	
  geneDc	
  
material	
  from	
  high-­‐producing	
  Holsteins	
  (right)	
  could	
  have	
  a	
  significant	
  
impact	
  on	
  Brazilian	
  beef	
  producDon	
  (Wheeler	
  et	
  al.	
  2010).	
  
©	
  2013	
  Nature	
  Educa*on	
  All	
  rights	
  reserved.	
  	
  

Aumentare	
  la	
  quan*tà	
  di	
  laUe	
  con	
  transgenesi	
  (iniezione	
  pronucleare)	
  



Semplificando	
  la	
  transgenesi	
  negli	
  animali	
  da	
  reddito:	
  
Iniezione	
  direUa	
  di	
  veUori	
  len*virali	
  in	
  ooci*	
  o	
  embrioni	
  



Hofmann A et al. Biol Reprod 2004;71:405-409 

©2004 by Society for the Study of Reproduction 

Generazione	
  di	
  bovini	
  transgenici	
  (solo	
  GFP	
  reporter	
  gene)	
  	
  



Generazione	
  di	
  suini	
  transgenici	
  (solo	
  GFP	
  reporter	
  gene)	
  



Liu	
  C,	
  Wang	
  L,	
  Li	
  W,	
  Zhang	
  X,	
  et	
  al.	
  (2013)	
  Highly	
  Efficient	
  GeneraDon	
  of	
  Transgenic	
  Sheep	
  by	
  LenDvirus	
  Accompanying	
  the	
  AlteraDon	
  of	
  
MethylaDon	
  Status.	
  PLoS	
  ONE	
  8(1):	
  e54614.	
  doi:10.1371/journal.pone.0054614	
  
hAp://www.plosone.org/arDcle/info:doi/10.1371/journal.pone.0054614	
  

Generazione	
  di	
  suini	
  transgenici	
  (solo	
  GFP	
  reporter	
  gene)	
  



Proteine umane prodotte da animali 
transgenici  ottenuti con con iniezione 

pronucleare: 
•  Maiali : Factor VIII 
•  Ovini : Factor IX; human AAT (clinical trial phase III) 
•  bovini: Lactoferrin (anti-inflammatory/ Immunomodulatory)  
•  capre: Anti-thrombin IIIa (clinical trial phase III) 

     Tecnica per la produzione di transgenici più affidabile al 
momento 

Vantaggi:  
Grandi quantità (dell’ordine g/L; es. Fabbisogno del Fattore 

IX=2Kg/anno)  
•  Produzione di qualsiasi tipo di proteina  



Transfezion
e  

Selezione  

 Transgenesi con Trapianto nucleare (clonazione) 
con cellule somatiche 

Oocita non 
fertilizzato 

Enucleazione  

Trapianto 
nucleare 

Cellule  

Elettrofusione  

Coltura  
embrionale embryo 

transfer 
Agnello transgenico 



Vantaggi	
  del	
  trapianto	
  nucleare	
  	
  

Microiniezione	
   Trapianto	
  nucleare	
  	
  



Cupido e Diana – transgenici prodotti (trapianto nucleare) 
con ricombinazione omologa 
Esprimono la Alfa Anti-tripsin 1 (terapia fibrosi cistica).  
Campbell, Nature 2003 



Cellule fetali 
Cellule in coltura 

Cellule private del gene PrP 

Clonazione  

Eliminazione del gene 

Eliminazione di geni endogeni 
(Prione)	
  	
  

Primo agnello (maschio) senza gene PrP 
(Denning, 2001) 







Transgenici per “umanizzazione” di organi 
 suini per xenotrapianto 

• Lai	
  et	
  al	
  &	
  Dai	
  et	
  al.,	
  2002	
  reported	
  disrupDon	
  of	
  one	
  allele	
  of	
  GGTA1	
  
	
  





Rischi	
  dello	
  xenotrapianto:	
  
AGvazione	
  e	
  passaggio	
  retrovirus	
  (suini)	
  all’uomo	
  



Transgenic	
  art:	
  
	
  

Eduardo	
  Kac:	
  "Edunia",	
  a	
  geneDcally	
  engineered	
  flower	
  that	
  is	
  a	
  hybrid	
  of	
  myself	
  and	
  
Petunia.	
  The	
  Edunia	
  expresses	
  my	
  DNA	
  exclusively	
  in	
  its	
  red	
  veins.	
  	
  

Weisman	
  Art	
  Museum,	
  	
  Minneapolis,	
  USA	
  


