
1

4/2016

A.O.

BIOTECNOLOGIE



2

Cosa sono le biotecnologie?

Le biotecnologie, intese nel significato 
più ampio del termine, possono essere 
definite come un insieme di strumenti 
tecnologici che sfruttano le conoscenze 
della biologia molecolare e di altre 
scienze della vita avanzate, ed usano 
organismi viventi (quali batteri, lieviti, 
cellule vegetali, cellule animali di 
organismi semplici o complessi) o loro 
componenti sub-cellulari purificati 
(organelli ed enzimi) per produrre 
risultati utili nel campo della salute, 
dell’agricoltura, dell’industria e 
dell’ambiente.

Ceppo di batteri E. coli che produce insulina

• TRADIZIONALI

• INNOVATIVE



• Il termine ϦōƛƻǘŜŎƴƻƭƻƎƛŀϦ όŘŀƭ ƎǊŜŎƻ άōƛƻǎέҐǾƛǘŀ Ŝ 
άǘŜŎƘƴƛƪƻǎέҐŎƛƼ ŎƘŜ ŘŜǊƛǾŀ ŘŀƭƭŜ ŎƻƴƻǎŎŜƴȊŜ Ŝ 
ŘŀƭƭŜ ŀōƛƭƛǘŁ ŘŜƭƭΩǳƻƳƻύ è una parola nuova che 
descrive però una disciplina antica, risalente alla 
preistoria: in effetti già migliaia di anni fa l'uomo, 
sebbene in maniera del tutto inconsapevole, 
utilizzava lieviti per la produzione di birra, vino e 
pane, e trasformava il latte in yogurt e formaggio 
attraverso batteri fermentanti di tipo lattico.

• Louis Pasteur (1822-1895)fu il primo a rendersi 
conto che alla base di tali trasformazioni stavano 
dei misteriosi microrganismi. Con i suoi studi 
vengono così poste le premesse per i processi 
fermentativi sfruttati dall'attuale bioindustria, che 
fa uso di colture pure di microrganismi per la 
produzione di alimenti, bevande e altri prodotti 
utili.



Biotecnologie innovative

• Tecnologia del DNA ricombinante (ingegneria genetica), sviluppata 
negli anni Ottanta. 

• Insieme  di tecniche che permettono di :
– Isolare geni (porzioni precise di un DNA di interesse)

– Clonare geni

– Introdurli ed esprimerli in un ospite eterologo (cioè diverso dall’ospite 
originale), che può essere un batterio oppure una cellula eucariotica. 

• Queste tecniche consentono perciò di conferire caratteristiche 
nuove alle cellule riceventi, che diventano più adatte a rispondere a 
specifiche esigenze.

• SCOPI:
– Ricerca di base (studio espressione/regolazione genica)

– Ricerca applicata (produzione farmaci, antigeni, ecc)

– Terapia genica



COLTURE CELLULARI

•Le tecniche di Ingegneria genetica utilizzano spesso 
cellule in coltura

•Le c. c. vengono dette primarie se derivano dalla 
dissociazione di tessuti ex vivo, e c. c. secondarie 
(continue) se derivano da colture precedenti.



•Le cellule primarie possono essere ottenute dal sangue 
(linfociti) o da espianti di tessuti, dissociati con enzimi che 
rompono la matrice extracellulare e che permettono 
l’isolamento di singole cellule che crescono 
individualmente in coltura.

•Le linee cellulari continue derivano da singole cellule in cui 
mutazioni spontanee o indotte hanno annullato il 
programma genetico della senescenza. Si dicono perciò 
immortali: proliferano in modo continuo in presenza degli 
opportuni metaboliti. Molte linee cellulari continue sono 
state ottenute a partire da tessuti tumorali (es HeLa).

• Banche di cellule. Migliaia di linee cellulari, rappresentanti di 
differenti tessuti sia umani, sia animali, vengono mantenute in 
banche di cellule, quali la ATCC (American Type Culture Collection) 
e la ECCC (European Collection of Cell Cultures).

Link «Cell Culture»ppt (English)



Cellule Staminali
•Tra le colture di cellule troviamo linee vegetali, 

animali, staminali.



Cellule staminali embrionali
fisiologicamente sono rappresentate dall'ovocellula fecondata e dalle 
cellule derivate da questa per successive duplicazioni, nei primi giorni della 
vita embrionale. Col susseguirsi delle duplicazioni le c.s. vanno incontro ad 
una progressiva riduzione della potenzialità differenziativa e si distinguono 
in:
- totipotenti , in grado cioè di produrre qualsiasi tipo di cellula matura e 
ditessuto;
- pluripotenti , capaci di produrre molti tipi diversi di cellule mature e di 
tessuti, ma non tutti. Danno origine alle c.s. adulte.
Cellule staminali adulte
possono essere:
- multipotenti , la loro capacità differenziativa è ulteriormente diminuita e 
danno origine alle diverse cellule mature di uno specifico tessuto (per es. le 
c.s. emopoietiche che producono i globuli rossi, bianchi e piastrine), o di 
diversi tessuti (per es. le c.s. mesenchimali);
- unipotenti,possono dar luogo solo ad uno specifico tipo di cellula matura, 

Link «Stem Cells» English





Staminali 
adulte

•le staminali del midollo osseo tra le quali si distinguono: 

le ematopoietiche che hanno il compito di creare le cellule del 

sangue (globuli rossi, globuli bianchi, piastrine ecc ); le mesenchimali , 

simili ai fibroblasti, molto versatili, che generano tessuto adiposo, 

osseo e cartilagineo;

• Le staminali dellõepitelio che hanno il compito di produrre le 

cellule del nostro epitelio;

•Le staminali del fegato, del pancreas, del cuore.

•Le staminali celebrali, che provvedono al rinnovo di alcuni neuroni 

in alcune zone del cervello.



Staminali 
Embrionali



Le cellule staminali mesenchimali (MSC) sono cellule staminali adulte ottenibili dal 
midollo osseo e da milza, timo, linfonodi. 
Le MSC sono in grado di differenziarsi  in tessuti tra loro molto diversi per origine 
embrionale e funzione (tessuto adiposo, osseo, cartilagineo, tendineo, muscolare 
scheletrico e cardiaco, neuroni, cellule epatiche o polmonari, ecc.).

Le MSC hanno quindi una pluripotenzialitè che ricorda quella delle cellule staminali 
embrionali, senza tuttavia le implicazioni etiche sottese a queste ultime.

Cellule 

mesenchimali



Protocolloéé..

Avendo a disposizione le cellule (a cui conferire la 
nuova caratteristica)  bisogna ora :

•Individuare le parti di DNA che ci interessano 
(isolare il frammento di interesse)

•Unire il frammento al DNA ricevente (DNA 
ricombinante)

•Trasferirlo nella cellula ospite

………CLONARE IL GENE



Il clonaggio non è la clonazione

•Si definisce clonaggio un sistema per ottenere molte 
copie di un tratto di DNA inserendolo in un ospite 
mediante l’uso di vettori molecolari.

•La clonazione in biologia è invece la riproduzione 
agamica, naturale o artificiale, di individui o cellule con 
identico patrimonio genetico (cloni). Esempi di processi 
clonogenici naturali sono la scissione binaria dei batteri 
o la mitosi delle cellule eucariotiche.  
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Le tappe del clonaggio
Il clonaggio richiede:
• l’isolamento di una particolare sequenza di DNA

(non necessariamente codificante per una proteina) 
dall’insieme di tutte le sequenze del DNA di un 
organismo (genoma);

• l’inserimento della sequenza di DNA in una cellula 
ospite, spesso diversa da quella da cui origina il DNA 
da clonare, tramite l’utilizzo di molecole di DNA 
trasportatrici (vettori molecolari);

• la moltiplicazione delle cellule riceventi;

• la selezione delle cellule che effettivamente 
contengono la sequenza del DNA di interesse.

15



L’isolamento del DNA di partenza
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Il DNA da clonare può essere un segmento del genoma 
oppure una copia a DNA di un RNA messaggero (mRNA) 
oppure piccole sequenze di RNA (RNAi).

Nel primo caso è possibile isolare anche sequenze non 
codificanti, come i promotori o gli introni presenti all’interno 
dei geni eucariotici.

Nel secondo invece si può prelevare solo la sequenza 
espressa di un gene, allo scopo di fare esprimere la 
proteina corrispondente in un organismo diverso da quello 
originario: ¯ questo lôapproccio pi½ usato in 
biotecnologia.



Tagliare il DNA: gli Enzimi di restrizione 
(Arber, Nathans, Smith 1978)

Enzimi batterici (endonucleasi di restrizione)  in 
grado di legarsi a specifiche sequenze del DNA 
(generalmente di 4 –6 paia di basi) e tagliare la 
doppia elicaall’interno della sequenza bersaglio.



Il taglio genera estremità che possono essere piatte

oppure sporgenti, nel qual caso si definiscono 

coesive (sticky ends).





ELETTROFORESI: Separare e identificare i 
frammenti

• La tecnica sfrutta le cariche presenti nelle molecole 
di DNA o RNA (caricate negativamente) per farle migrare, in un 
campo elettrico, attraverso un gel di agarosio o di 
poliacrilammide (framm. più piccoli). 

• Il gel funge da setaccio, essendo costituito da una rete di pori, i 
quali consentono di separare le molecole in base alla loro 
grandezza (separazione in funzione della velocità)

• Per consentire la visualizzazione degli acidi nucleici migrati si 
possono utilizzare diversi tipi di coloranti o intercalanti 
fluorescenti : bromuro di etidio (cancerogeno) o SYBR green. 
Tramite UV viene visualizzata la corsa.





Inserimento frammento nel vettore

DNA LIGASI

catalizzano la 
formazione di 
legami 
fosfodiesterici
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I vettori plasmidici contengono 

unôorigine di replicazioneper 

potersi duplicare insieme al DNA 

cellulare, un gene marcatore 

detto «reporter» (resistenza ad 

un antibiotico) per poter 

selezionare le cellule che li 

contengono e siti di taglio unici 

per enzimi di restrizione.

Esistono anche «Vettori di 

espressione»: contengono 

sequenze per la trascrizione del 

gene inserito o sequenze Spia 

(GFP)

I Vettori di Clonaggio



Come trasferire il plasmide 
ricombinante nella cellula?

VETTORI PLASMIDICI 

V Trasformazione (procarioti)

V Transfezione (eucarioti)- elettroporazione

V Metodo biolistico (gene gun)

V Microiniezione

V Mezzi chimici (tamponi CaCl2) + shock termico

V Lipofezione

V Vettori virali

Ciò che varia tra un metodo e 

l’altro è la efficienza di 

trasferimento



Selezione delle cellule trasfette

• vettore con markers di selezione - nei vettori è inserito, con 
tecniche di ingegneria genetica, un gene per la resistenza a un 
particolare antibiotico, preceduto da un promotore forte che ne 
stimoli la trascrizione. Nel terreno di coltura viene inserito lo 
stesso antibiotico: se il vettore è effettivamente entrato 
conferirà alle cellule la resistenze; tutte le cellule non trasfette
invece saranno uccise.

•vettori con GFP - nei vettori non sono presenti markers ma una 
sequenza che codifica per la Green Fluorescent Protein (GFP), 
una proteina che emette radiazioni sulla lunghezza d'onda del 
verde dando in adatte condizioni fluorescenza. Solo le cellule 
che saranno visibili a quella lunghezza d'onda avranno subito la 
trasfezione.



DNA LIBRARY: biblioteca di DNA

Quando si clona l’intero genoma di un organismo 
si dice che si costruisce una libreria (library) 
genomica.

Particolarmente utili sono le biblioteche a cDNA 
(contengolo solo i geni espressi): 

mRNA …………trascrittasi inversa………. cDNA

VettoriCellule Ospiti

Rappresenta i geni che sono trascritti in particolari tessuti sotto 

particolari condizioni fisiologiche, ambientali o di sviluppo.
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Le biblioteche di cDNA: 
conversione degli mRNA in cDNA
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Per preparare i cDNA a partire da mRNA, si utilizza un 

enzima virale: la trascrittasi inversa (RT). 

Questa polimerasi, la cui scoperta fruttò il premio Nobel 

per la Medicina nel 1975 a David Baltimore e Howard 

Temin, è l’unico enzima esistente in grado di generare 

una copia di DNA a partire da una stampo di RNA e 

viene usato dai retrovirus come HIV per la replicazione 

del loro genoma.



Le biblioteche di cDNA:
i vettori di  clonaggio (I)

29

Per inserire i cDNA all’interno di una cellula ospite si 

utilizzano molecole di DNA circolare: i vettori 

plasmidici. Si tratta di elementi genetici naturali dei 

batteri (plasmidi) modificati dall’uomo. 

© Zanichelli editore, 2014



Le biblioteche di cDNA: il clonaggio 

e la selezione

Le cellule geneticamente 

modificate (ovvero contenenti il 

vettore) acquisiranno la 

resistenza allôantibiotico

portata dal vettore stesso, 

quindi le cellule sopravvissute 

conterranno tutti i cDNA. Ogni 

singola cellula originerà un 

clone di un singolo cDNA. 

L’insieme dei cloni sarà la 

biblioteca a DNA.
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Identificazione di un gene di 

interesse: il Southern Blotting

Per identificare il clone della 

biblioteca che contiene il cDNA 

del gene di nostro interesse si 

può utilizzare il metodo del 

Southern Blotting, chiamato 

così dal suo inventore: Edwin M. 

Southern. 
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Edwin Southern 
Immagine:Jane Gitschier 
(Plos Genetics)



Identificazione di un gene di 

interesse: il Southern Blotting
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Il Southern Blotting si compone di tre fasi principali:

• Elettroforesi sul gel di agarosio del cDNA separato 
dal vettore plasmidico estratto dai cloni, dopo 
digestione con endonucleasi di restrizione.

• Trasferimento dei frammenti di DNA dal gel ad una 
membrana di nitrocellulosa.

• Ibridazione della membrana con un frammento di 
DNA complementare al cDNA di interesse marcato 
radioattivamente e rilevazione del segnale su lastra 
fotografica.
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Elettroforesi su gel di agarosio (II)

Nel gel vengono lasciate delle fessure (pozzetti) in cui si 
deposita la miscela contenente vettore e cDNA digeriti.



Elettroforesi su gel di agarosio (III)

Applicando un campo elettrico, il DNA (carico 
negativamente) migra verso il polo positivo e le molecole 
si separano in base al peso molecolare (P.M.) secondo la 
relazione 1/log10 (P.M.). Il vettore (più pesante) correrà più 
lentamente del cDNA (più leggero).
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Trasferimento (blotting) su membrana

Il gel contenente il DNA separato, è sottoposto a un 
trattamento per denaturare il DNA, ovvero aprire i due 
filamenti. Il gel è poi appoggiato a una membrana di
nitrocellulosa: il DNA migra dal gel alla membrana per 
capillarità o applicando un campo elettrico. La 
membrana, carica positivamente trattiene il DNA (a singola 
elica perché denaturato) carico negativamente.
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Ibridazione (I)
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La membrana è immersa in una soluzione contenente
un frammento di DNA a singola elica complementare
al cDNA di interesse e recante un atomo di fosforo 
radioattivo (32P)all’estremità 5’.Grazie alla proprietà del 
DNA a singola elica di appaiarsi spontaneamente a una 
sequenza complementare (ibridazione) la sonda 
radioattiva si legherà al cDNA di interesse.

© Zanichelli editore, 2014



Ibridazione (II)
Il segnale ad alta energia del 32P viene catturato su una 
lastra fotografica, permettendo di identificare quale 
pozzetto conteneva il cDNA cercato. Dato che in ogni 
pozzetto era stato caricato il DNA di un singolo clone, con 
questa procedura è possibile risalire al clone della biblioteca 
che contiene il cDNA che cercavamo.

.
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Clonaggio diretto di una sequenza 

genica: la PCR (I)
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La reazione a catena della 

polimerasi (PCR) 

automatizza la reazione di 

duplicazione del DNA, 

utilizzando DNA polimerasi 

batteriche termostabili.

Un termociclatore, la macchina usata per la 
PCR 

Link : Polymerase Chain Reaction - English



Clonaggio diretto di una sequenza 

genica: la PCR (II)
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La miscela dei cDNA generata a partire dagli mRNA
cellulari viene usata per una PCR. Gli oligonucleotidi 
complementari all’inizio e alla fine del cDNA di interesse 
funzionano da inneschi per la reazione di 
polimerizzazione.



Clonaggio diretto di una sequenza 

genica: la PCR (III)

40

Attraverso ripetuti cicli di denaturazione, rinaturazione 
e polimerizzazione la sequenza originaria è amplificata 
per ogni ciclo n di un fattore 2n: 32 cicli = 232 =>109

copie.

© Zanichelli editore, 2014



Clonaggio diretto di una sequenza 

genica: la PCR (IV)
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Utilizzando inneschi
che contengono le 
sequenze di taglio
per endonucleasi di 
restrizione, le copie del 
cDNA di interesse 
generate per PCR 
possono essere 
direttamente inserite
nei vettori di clonaggio 
con la DNA ligasi.
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