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ORGANISMI TRANSGENICI

Gli animali che sono stati ingegnerizzati per
di un gene, delezione di un gene
0 di un gene

si chiamano ORGANISMI TRANSGENICI
e qualunque gene estraneo o modificato che e stato

aggiunto si chiama transgene




Un modo per studiare la funzione di un gene €’
la variazione del dosaggio genico

Inserire nuove Aumento della quantita’
copie geniche > di proteina
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Come modificare il genoma di un mammifero
in tutte le sue cellule?

» Scelta del tipo cellulare da utilizzare

 Metodi di inserzione del DNA nelle cellule

o Sito di inserzione del DNA nelle cellule




Utilizzo di zigoti appena fecondati

Metodo di inserzione del
DNA: microiniezione

l

Tutte le cellule
dell'organismo hanno un
genoma modificato

Negative . = -
pressure % L —i—— Cell membrane

Female pronucleus
Polar body

DNA injection
into male
pronucieus




Alternativamente, si possono utilizzare le cellule staminali
embrionali (Embryonic Stem cells; ES cells)

Le ES cells sono la parte della blastocisti di mammifero che dara’ luogo
allembrione

blasiooysi
8-cell cells in
“pre-embrya’ _.__.‘-.Il.I.J'r-.'e culture dish
@i o Placenta

Le ES cells sono pluripotenti ovvero possono dare origine a tutti gli istotipi
dell’'organismo




Le ES cells possono essere modificate (per esempio inserendo
DNA nel loro genoma) pur rimanendo pluripotenti
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Embryonic
stem cell

Cloned gene
In vector

Trophoblast Cultare of Mix embryonic
embryonic stem cells with
stem (ES) cells cloned gene

-Trasfezione

-Elettroporazione




| a trasfezione

Diversi tipi di sostanze chimiche
sono in grado di legarsi al DNA
e ne mediano I'ingresso

nella cellula

Il DNA entra nella cellula
mediante sostanze chimiche
che alterano la permeabilita’
della membrana




L ‘elettroporazione

Il DNA entra nella cellula
mediante una scarica
elettrica controllata

che altera la permeabilita’
della membrana

Elettroporatore




Ricapitolando:
Che cellule posso usare e come le modifico?

Se uso gli zigoti appena Se uso le ES cells totipotenti
fertilizzati (prelevate allo stadio di

I blastocisti)

|

Microinietto il DNA nel Trasferisco il DNA
pronucleo maschile Per trasfezione o
elettroporazione




Dove si deve inserire il DNA nella cellula?

-Nei transgenici in cui si ha lI'inserzione di nuove copie geniche
Il DNA puo’ inserirsi casualmente nel genoma ospite
(a patto che non modifichi altri geni o sia silenziato)

-Nei “gene Knock-out” il DNA deve ricombinare esattamente con la

copia del medesimo gene del genoma ospite (TECNICA DEL
GENE TARGETING)
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Nei “gene Knock-out” il DNA deve ricombinare esattamente con la
copia del medesimo gene del genoma ospite (TECNICA DEL

GENE TARGETING)
Per questo la copia non funzionale che inserisco avra’ delle

regioni di omologia

DNA I NN N

Genomico | _
Ricombinaz
omologa

1 copia del DNA
Genomico = TR B
non funzionale

con marcatore di selezione per questo evento [+ 1 copia wt
(=eterozigosi)]




Le ES cells modificate possono essere reinserite
In una blastocisti ospite tramite microiniezione

Embryo host
parent mice  F-

Si ottiene quindi una blastocisti

“mista” ,composta
da ES cells wt e da ES cells modificate

A into embryo
. .




Esiste per cui una differenza fondamentale tra I'uso delle
cellule ES e di una cellula germinale

Injection of fertilized egg

Germinal therapy

L'animale generato possiede solo in alcuni tessuti |l
transgene o la copia non funzionale del gene (quelli derivati
dalle ES cells modificate e reinserite); viene pertanto detto
“chimera”. Solo le chimere che avranno incorporato la copia
genica nella linea germinale potranno passarla alle
generazioni future.




Le ES cells modificate possono essere reinserite
nella blastocisti tramite microiniezione

Embryo host

SN AADERTAIEN Si ottiene una blastocisti composta
I da ES cells wt e da ES cells modificate
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J b Di norma, le ES cells modificate
T sono di un ceppo di colore di
T pelo diverso rispetto a quello
== della blastocisti ospite
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Inject embrvos

/ Le blastocisti modificate vengono
iniettate in una
femmina pseudogravida
(lei non contribuisce al genotipo
delle blastocisti)

Chimeric progeny mice




E’ dunque necessario selezionare la progenie per otterere topi
con un genotipo omogeneo eterozigote o omozigote

Il topo chimerico (P1) puo’ avere la
mutazione nella linea germinale
(in eterozigosi) oppure no.

Conseguentemente, nel primo caso,
In P2 ci saranno topi eterozigoti o wt
(nel secondo caso solo wt)

In P3 I'assortimento genotipico
segue le regole mendeliane per
I'incrocio tra due eterozigoti

Chimeric progeny mice

Cross chimeric
mouse and
normal mouse £
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Homozveous
transgenic mice
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Esempi di animali Knock-out:
Il gene Knock-out di Apaf1

YIADEIRECETTORI DI MORTE VIAMITOCONDRIALE
FAS ligando di FAS

*  substrati apoptotici e caspasi effettrici

From Cecconi F et al., 1998
Apaf1 e una proteina che induce I'apoptosi, ossia la

morte cellulare programmata in cui un programma
“suicida” viene attivato all'interno della cellula e si
verifica spesso durante lo sviluppo embrionale.




La mancanza della
proteina Apaf1 provoca
gravi difetti nello sviluppo
embrionale, tra i quali

crescita eccessiva delle
cellule nervose,

persistenza degli spazi
interdigitali, crescita
Smisurata della retina e
mancata chiusura del
palato secondatrio.

From Cecconi F et al., 1998




Il gene Knock-out della Caspasi 9

YIA DET RECETTORT DI MORTE YIA MITOCONDRIALE
T iFAS

proteine della

La Caspasi 9 e una proteina che induce I'apoptosi,
partecipando alla stessa via di trasduzione del

segnale di morte che regola lo sviluppo del sistema
nervoso. From Kuida K et al., 1998




Il gene Knock-in del Citocromo ¢

Nel “gene Knock-in” il DNA deve ricombinare esattamente con la
copia del medesimo gene del genoma ospite

La copia del gene che ricombina ( ) differisce

da quella del genoma ospite solo a livello di un aminoacido specifico:
guesta piccola mutazione conferisce al gene la sua funzionalita nella
catena respiratoria ma non gli permette di legare Apaf1 e quindi di
Indurre apoptosi

Citocromoc - - -
genomico ==

Ricombinaz
omologa

Citocromoc _ _
genomico - -




Il gene Knock-in del Citocromo ¢

YIADEIRECETTORI DI MORTE YIA MITOCONDRIALE
FAS ligando di FAS
8 B
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*  substraii apoptoiici e caspasi effetirici

. . . . From Hao Z. et al., 2005
Il Citocromo ¢ e una proteina che partecipa alla

respirazione mitocondriale e che se rilasciata dal
mitocondrio induce I'apoptosi, partecipando alla
stessa via di trasduzione del segnale di morte che
regola lo sviluppo del sistema nervoso.




Gli animali Knock-out del gene Apaf1, Caspasi 9
e Knock-in del gene Citocromo ¢

esempio di geni diversi
che partecipano alla
.| stessa via di trasduzione
Caspase 9 " | del segnale:

la loro mancanza
determina un fenotipo
simile

Citocromo ¢




Esempi di animali doppi Knock-out:
Il gene Knock-out di Jnk1 e 2,

Segnale

& dimote JNk1 e 2 sono due enzimi che

/ ‘& collaborano alla trasduzione del
segnale di morte durante la chiusura
del tubo neurale
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L’assenza di Jnk1 e 2
comporta la mancata
trasduzione del segnale

di morte e quindi
provoca la mancata
chiusura del tubo
neurale e morte
embrionale

KO Jnk1\2

©.. . neural  neural

crest vcrest

Ens F

maxillary (1) <
mandibular (1)
hyoid(2)

From Kuan CY et al., 1999




Esempio di animale transgenico
sovraesprimente il gene APP: tg2576

Il topo tg2576 €’ Il modello per la Malattia di Alzheimer

Microiniettando il gene APPsw nello
zigote di topi wt si sovraesprime il gene
LT | APPsw in tutti i tessuti. Il gene APPsw
presenta una mutazione (sw) che
favorisce la formazione del peptide
ritenuto la causa della malattia.
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From Hsiao K et al., 1996




Che cos’e il topo “knock-out condizionale”

E’ un organismo che possiede un inattivo
(KNOCK-OUT) solo in certe condizioni tempo e/o
tessuto specifiche (CONDIZIONALE)

VANTAGGI:

1) E’ possibile studiare la funzione del in
eta adulta (in genere i topi knock-out muoiono a
stadio embrionale)
2) E’ possibile studiare la funzione del inun
tessuto specifico e/o una determinata fase
embrionale o adulta dell’organismo
3) E’ possibile studiare la funzione del in
una determinata patologia (tramite modelli animali
che sviluppano malattie e tumori)




Il topo knock-out condizionale....come si
genera?

1 2 567 89
Genomic LoCcus |:| I:I DU” I:IU ﬂ
(genomic DNA Is
In orange)

234

T =

(plasmid DNA is
In black)

51kb l 17kb
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(long

Sal |
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+ FLP Recombin

Esprimendo la
ricombinasi CRE in
modo tempo/tessuto-
specifico si inattiva il
gene target in un
determinato momento e
tessuto del topo,
generando il “vero
knock-out”

Il gene target e
identico al corrispettivo
wt eccetto i siti loxP.




costrutto genetico

| neo | M7 sl 3o B0 110 TK | pcem

\ X genoms

5 6170189 L 10 1112

| Ricombinazione
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v genoma
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Differenti linee di topo CRE possono essere utilizzate
per generare un “vero KNOCK-OUT”, a seconda del tipo
di promotore che controlla I'espressione di CRE

Alcuni esempi.........

Nestin/Cre: Cre espressa nei precursori
neuronali

D6/Cre: Cre espressa nel

telencefalo da stadio e10.5 e
nell'ippocampo e nella

neocorteccia durante ultimi stadi

di sviluppo del cervello

Six3/Cre: Cre espressa nell'occhio e Fosehriin
nel cervello anteriore

Pax6/Cre: Cre espressa nella retina e

nella glia radiale

CamKllalpha/Cre: Cre espressa nei neuroni

postmitotici

JPro||Cre] .,‘_f :

Other tissue

Inactive




Tecniche per selezionare i cloni ES che
hanno ricombinato in maniera omologa
(topi , knock-in, knock-out
condizionale).

la PCR e il SOUTHERN BLOTTING




Example PCR Screening Plan
1
Genomic Locus

(genomic DNA Is .
In orange)

234 567
Construct > Em" ﬂ[l[l - [I[H] H
(plasmid DNA is Ly ! I.I
in black) e a

51kb 1.7 kb
(long arm) (short arm)

Sal |
234 567

Trgeeed Loous - C!t ﬂ __—>-r-@-— ﬂﬂ[l i ﬂ_ﬂﬂ ljgﬂ |]

PCR For PCR screening,
Neo Iintact 1.8kb one primer must
3.8kb be outside of the

3' flanking region
l + FLP Recombinase

i — i

Neo removed
1.7kb

l + CRE Recombinase

1 567 89
Knocked out [I > I][II:I I:IU
— - I
PCR

Exons removed
300 bp




Il SOUTHERN BOTTING....




— ) Transfer into pseudo-
pregnant foster mother,
birth of chimeras

o Targeting vector design

genome

vector

e Selection for recombination

!

’

Determination of
homologous recombinants

— — — kO : Breed for germline
transmission

!

/

Injection into E3.5 host
blastocyst




| topi knock-out possono essere generati
tramite la tecnica del

1) GENE TARGETING

2) GENE TRAP




Il vettore GENE TRAP si inserisce a caso
nel genoma del topo intrappolando un

gene X a caso e generando cosi |
KNOCK-OUT del gene X

Esempio di un vettore GENE TRAP

eiee IRES fgeo

IRESPgeo




Il vettore GENE TRAP RESAR SR

SA  IRES fi-geo poly-A

viene trascritto grazie al — T —
promotore del gene X

iIntrappolato

Gene structure before insertion of gene-trapping vector
Exan 1 Exon 2

Genomic
DMNA

L'inserzione del GENE Tranecriotion
TRAP genera un trascritto mANA AAAAAA

di fusione, composto dalla
prima parte del gene X e
dal GENE TRAP Gene-trapping

vector

Gene structure after insertion of gene-trapping vecior

SA IRES p-geoc paly-A

Insertion in intron

L’espressione del vettore Bon2  Ewmnd

. Genomic
GENE TRAP mima DNA I
I'espressione del gene X

Exon 1 IRES [i-gao poly- .ﬁ. Exon 2 Exon 3

: e Trappert
|l risultato e l'inattivazione DNA
del gene X e quindi la Transcription
generazione di un Trapped or ARAAAA

fused' mANA

KN O C K-O U T transcript Exon 1 IRES fi-geo poly-A

The IRESfigeo gene-trapping vector and gene-trapping strategy
Expert Raviews in Molecular Medicing @ 2000 Cambridge Univarsity Press




UN ESEMPIO: il vettore GENE TRAP ha intrappolato il gene FAF1

Faf1 1 ﬁ vel

IRESfgeo

Il profilo d’espressione del vettore GENE TRAP (LacZ)
del topo “FAF1 GENE TRAP”

From De Zio D et al., 2008




La strategia del GENE TRAP

1. Consente l‘isolamento di nuovi geni

3. Consente la determinazione del profilo d‘espressione
del gene intrappolato

4. E* di per se‘ mutagenica: da‘ luogo ad un knockout




La sequenza della strategia del GENE TRAP

1.Electroporation 2.Selection of
of the gene trap cassette ( recombinant
into ES cells ES cell clones

3. Aggregation of the ES clone with 4. Identification of the trapped
preimplatation mouse embryos gene by 5 RACE Technology

5. Analysis of the
trapped gene

expression patter
in mouse embryo

6. Generation of transgenic offspring
and phenotypic analysis




