


tecnologia del DNA ricombinante.

Con il termine Organismo Geneticamente Modificato (OGM) si intende un
organismo in cui parte del genoma sia stato modificato tramite la

1953:James Watson e Francis Crick IL CODICE GENETICO
scoprono la struttura del DNA Second letter
U C A G
U] phenet- ~ focw AUl lued]. o |U
; uuc a]at:if:e uee . UAC Tyrosine uGe Cysteine c
erine .
UUA] o HCA VY stop codon | 8 Stop codon A
UuG UCG UAG Stt)p codon Tr};pmphan &
EHE E%E Eig Histidine E?? g
) Cl| | Leucine ||~y |Proline o Lé;\ Arginine .
gl ||cus CCG cAc| Clutamine {|CGG e
L
2| |[auu ACU Ay, (AGU] U
2| |AUC| oleucine {[xce AAC| Aspargine | |pge| Serine o
Al[AUA ACA Threonine e A
AUG Methionine;||ACG iié Lysine At& Arginine
start codon G
GUU GeU GAU| Aspartic  |GGU .
Guc Gec GAC| acid GGC C
G Valine . | Alanine - | Glycine
o™ o™ o G248
' GAG] i G
2

d23321 pIYL



1970: Smith ha isolato il primo
ENZIMA DI RESTRIZIONE

DNA ligasi: lega covalentemente due
molecole di DNA
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DNA RICOMBINANTE



Produzione su larga scala del DNA ricombinante

La molecola di DNA ricombinante, deve essere introdotta in un replicone
(una unita’ di DNA capace di replicarsi detta vettore o plasmide).
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trasformazione batterica

Fecombinant plasmid
fMix E. ool cells with
plasmids in presence of
CacCl,
Culture aon nutrient agar

Bacterial plates containing ampicillin
II.“:|'1 FCyYIMCESCrT e

selezione del clone contenente il ot T
. . . [
plasmide ricombinante O l% ;

e e e

Transformeacd Calls that do not
E. coll call survives take up plasmid dre

an ampicillin platas
‘L Imndependent

plasmid replication

Tutti 1 discendenti del clone, '®)
conterranno la medesima @5%}
molecola di DNA ricombinante
originariamente isolata, l Cell multiplication
permettendo di produrne quantita’

praticamente illimitate

Colony of cells each contaiming coples
of the same recombinant plasmid
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“TAGLIA E CUCI” DEL DNA

DNA RICOMBINANTE

PRODUZIONE DI NUOVE PROTEINE



INSERIMENTO DEL DNA RICOMBINANTE IN
CELLULE EUCARIOTICHE/PROCARIOTICHE

TRASFORMAZIONE Cellula procariotica
TRASFEZIONE Cellula eucariotica

Metodi che impiegano molecole carrier
CaFOSFATO

DEAE-destrano

LTPOSOMI

POLIMERI CATIONICI ( es. PEL)

Metodi che permettono l'introduzione diretta di molecole di DNA nel
citoplasma:

ELETTROPORAZTOMNE o
MICROINIEZIONE \"ﬁI
TECNICHE BIOLISTICHE !

Metodi che fanno uso di vettori virali

RETROVIRUS
VIRUS 5V40
ADEMNOVIRUS
HERPES SIMLPEX




TRASFEZIONE CELLULARE

TRANSIENTE

DNA trasfettato rimane in
sede extracromosomale.
Consente di eseguire studi
di espressione entro le 48
ore successive alla
trasfezione

STABILE

DNA trasfettato si integra
nel genoma della cellula
ospite che puo essere
selezionata con un marker
di selezione

-|||

Eeh:tmhnﬂﬂl‘lﬂl:ﬂ.‘l =10 mgfml).




TRASFETTANTI STABILI COME BIOREATTORI




FARMACI RICOMBINANTI

| Gene

Insulina

Interferone

,f{ ricombinante

 Cellula

_procariote
0 eucariote
R i 7

) Farmaco
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Tab. 3.2. Esempi di farmaci biotecnologici disponibili in terapia.
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PRODOTTI
ALIMENTARI VACCINI ORALI
CMBINA ' SPERIMENTAZIONE
RICOMBINANT!
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Intervento diretto sul DNA vegetale per modificare in maniera mirata alcune
caratteristiche morfologiche e/o funzionali desiderate delle principali
specie di interesse agronomico
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Rigenerazione per emhriogenesi somatica

Le cellule vegetali sono pluripotenti | E=="—=) | Rigenerazione di un’intera pianta a

partire da singole cellule.

i
sezione massa di cellule cellule separate cellula clone giovane giovane carota
di carota proliferanti in un mezzo singola organizzato embrione pianta
liquido nutriente di cellule in
divisione

Fig. 10.1. Rigenerazione per embriogenesi somatica in carota.
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UTILIZZO DELLAGROBACTERIUM TUMEFACIENS COME VETTORE DEL
TRANSGENE IN CELLULE VEGETALI




UTILIZZO DELLAGROBACTERIUM TUMEFACIENS COME VETTORE DEL
TRANSGENE IN CELLULE VEGETALI

Cytakinin

Opin Manipolazione genetica della “T-DNA region’
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OTTENIMENTO DI UN OGM VEGETALE

ﬂ, &DBTENTION OGM

1 - Prélévement de ::ellules
et mise en culture,

2 - Obtention plante
par emhryngnn atigque.
3 Infe::hcm d'une cellule

par Ag rnhau:tnrlum R
f@_x
4 - Le plasmide s'intégre EE
- Insartion du géne dans I'ADN de IEEI -

sous forme de plasmide
dans la bactérie Agrobactérium.

redit : Olvier FRIGOLIT




promotore per Fig. 10.2. Trasformazione di un tes

'espressione in piante gene clonato
1um @
oy

O
microparticelle OO OO
ditungsteno SO o
si precipita il DNA sulle particelle

l caricamento nel cannone

piastra di

orifizi trattenimento

particelle

!' 411—,\@/ | cellule

L— 0 tessuto
bersagli

percussore

p

carica  proiettile di plastica /
a salve (macroproiettile) canna a camera per
le cellule sotto vuoto

le particelle sono sparate nelle cellule vegetali

Trasformazione
adi un tessuto
mediante
bombardamento

GENE GUN,

LA PISTOLA "GENICA"

vacuolo clitoplasma

G5

piastramento su filtri
sopra cellule nutrici

piante rigenerate

le microparticelle
entrano nelle cellule

I
nucleo pareti
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Vantaggi offerti dalle piante OGM in campo alimentare

AUMENTATO VALORE NUTRIZIONALE
. ..-"rﬁ_ 4’:};;

Maggiore contenuto in vitamine, esempi:

riso golden OGM capace di sintetizzare precursori della
vit. A

olio di soia con alto contenuto di vit.D

Maggiore contenuto in acidi grassi monoinsaturi (introduzione di
una desaturasi di ratto); es. olio di girasole OGM

- maggiore contenuto in aminoacidi essenziali, es. alimenti con maggior contenuto
proteico destinati al terzo mondo.
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POMODORO VIOLAANTICANCRO

Si tratta di un pomodoro a cui sono stati impiantati - nel modo scientifico visto
sopra - i geni del fiore “Bocca di Leone”. Questa succosa prelibatezza da color
violaceo sarebbe in grado di produrre molte piu antocianine, cioé un pigmento
(colorante) idrosolubile della famiglia dei flavonoidi. Un semplice antiossidante, .




AUMENTATE PROPRIETA' ORGANOLETTICHE

POMODORO Flavr Savr: effetto ‘antirammollimento’

MNormaks PG-antizsanso

* Prodotto dalla Calgene, Inc.
* Esprime polygalacturonase Anfisenso

* transformazione con Agrobacteriim
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MATURAZIONE DEL
POMODORO

@esi etilene

Softening:
ammorbidimento - degradazione parete

T

Over-maturazione:
attivita poligalatturonasi

Raccolta del pomodoro
immaturo e trattamento con
etilene per controllare la
maturazione
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AUMENTATE PROPRIETA' ORGANOLETTICHE

POMODORO Flavr Savr: effetto ‘antirammollimento’

VANTAGGI:
-i pomodori Flavr Savr sono raccolti maturi anziché acerbi

- non sono inseriti nella catena del freddo e mantengono meglio il
sapore.

26




INTERFERENZA CON LA BIOSINTESI DELLETILENE PER CONTROLLARE LA
MATURAZIONE

. o SAM idrolasi
S-Adenosil MetioNiNg e metil-tioadenosina

1 ACC deaminasi
ACC — (- ke to-butirrato

Ac. Amino-ciclopropano-carbossilico

Trasformare la pianta con un enzima
batterico che degrada un precursore

Etilene prevenendo la formazione di etilene

- espressione di ACCd (ACC deaminasi) — riduzione dei
livelli del precursore ACC
(pomodoro)

- espressione di SAM idrolasi — riduzione dei livelli del
precursore SAM 57
(pomodoro, melone)



MELONE B: melone a maturazione ritardata

METODO DI MODIFICAZIONE
mediata dall'Agrobacterium tumefaciens.

CARATTERI MODIFICATI
Introduzione del gene nptll per la resistenza agli
antibiotici (Kanamicina)

Introduzione del gene sam-K che codifica per
I'enzima S-adenosylmethionine hydrolase.
Questo enzima riduce I'accumulo di SAM (S-
adenosylmethionine), un precursore
dell'etilene,responsabile della maturazione dei
frutti.

Scopo della modificazione
Produrre una varieta di melone a maturazione ritardata per il consumo umano.

28



ELIMINAZIONE DI SOSTANZE DANNOSE

nelle fragole ed in altri alimenti “allergizzanti”, inattivazione
del gene codificante per allergeni

nel caffe, inattivazione del gene codificante per
I'enzima chiave per la biosintesi della caffeina.
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Vantaggi offerti dalle piante OGM in campo agronomico
RESISTENZA NEI CONFRONTI DELLE MALATTIE VIRALI

| |G eeeee RNA del virus del
L o del tabe
Vattara i /_b +
BIEEISICE _ : : :
\C;Q (DNA della rotine. piante  transgeniche che  esprimono
costitutivamente una  proteina  virale,
ook Teiilacicns mostrano una protezione crociata contro vari
| | | ceppi virali
F'h:l:.midETK_/
Trebesimen
ad Agrobacierivm
fdioge
di tabocco
&
PIANTA DEL TABACCO RESISTENTE
i ey g+ Pt AL VIRUS DEL MOSAICO
del tabaceo del iabacco
-t =
Lo pianta Mansgenica Lo pionta di. curglrotlu
[che esprime o prote: P nhe ) |ﬁUr1 nnnnnn ]
St oF it ey O s 8 b 30



PAPAYA RESISTENTE AL RINGSPOT VIRUS (PRSV)

In tutto il mondo le colture di papaya sono attaccate da un virus: il PRSV (Papaya
RingSpot Virus)
PAPAYA OGM PAPAYA NATURALE




AUTODIFESA NEI CONFRONTI DEGLI INSETTI

piante transgeniche che esprimono costitutivamente il gene codificante per
la sintesi della tossina del Bacillus Thuringensis sono dotate di un effetto

insetticida permanente nei confronti delle larve di molti insetti
LA TOSSINA VIENE ATTIVATA SOLO NELL’INTESTINO DELLA SPECIE BERSAGLIO

MAIS NATURALE MAIS OGM
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MAIS Bt: EFFETTI COLLATERALI

Il mais Bt e risultato tossico per le larve della ‘farfalla monarca’ che si nutre
delle foglie di una pianta che cresce nei campi. Le larve sono uccise dal
polline di mais Bt spolverato sulle foglie della pianta

Possibilita che I'esposizione continua degli insetti alla tossina possa indurre
la selezione d’insetti resistents
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RESISTENZA AGLI ERBICIDI PER COMBATTERE LE ERBE
INFESTANTI

GLIFOSATOQ: diserbante piu venduto al mondo

O
1

HO

O

H\)L
HG""F‘“JN OH

Inibitore specifico dell’'enzima:

Prodotto dalla biotech
Monsanto, con il nome
commerciale di Roundup, di
cui possedeva il brevetto,
scaduto nel 2001.

5-enolpyruvylshikimate-3-phosphate synthase aminoacidi aromatici

EPSPSasi

Sintesi degli
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Piante glifosato-resistenti ("Roundup Ready")

Overespressione
della EPSPSasi

Mutazione
della EPSPSasi

Inattivazione enzimatica
del glifosato

Maggiore espressione della
proteina bersaglio dell’erbicida

Espressione della proteina bersaglio
mutata, resistente all’erbicida

Cotone ‘Roundup Ready’: resistente al
GLIFOSATO perché esprime I'enzima EPSPS
isolato da una specie di Agrobacterium resistente
al glifosato

Espressione dell’'enzima gox,
isolato dalla specie Achromobacter,
nel mais ‘Roundup Ready’.

gox
(glyphosate oxidoreductase) AMPA

GLIFOSATO

> (aminomethylphosphonic acigh



GLI OGM “Roundup Ready”

Conflitto d’interessi nel settore!

Organismi vegetali appositamente modificati
per essere resistente al glifosato (OGM/RR),
brevettati dalla stessa biotech Monsanto

Mietitrebbiatrici dell’'ultima generazione
vengono messe alla prova sotto lo sguardo
attento dei coltivatori riuniti in Nebraska per
una fiera agricola. Le macchine sono alle prese
con una nuova coltura: il mais “Roundup
Ready”, un prodotto modificato dalla Monsanto
per resistere al suo famoso erbicida. In cantiere
la multinazionale ha anche un mais Bt (il piu
sviluppato nella foto a destra) che resiste alla
diabrotica del mais, un insetto che costa ai
coltivatori americani miliardi di dollari I'anno.




VANTAGGI DEGLI OGM/RR

Utilizzo dell’erbicida durante la coltivazione dellOGM/RR con l'obiettivo di
eliminare in un colpo solo le erbe infestanti,senza intaccare le coltivazioni.

L'utilizzo di glifosato sulle coltivazioni RR di soia, mais e cotone, € cosi aumentato
drasticamente in Nord e Sud America, dove si concentra la coltivazione di
varieta RR.

EFFETTI COLLATERALI DEGLI OGM/RR

Sviluppo di resistenza al Roundup da parte delle piante infestanti

Intacca la biodiversita delle specie vegetali per azione su piante non-target

Esposizione al glifosato della popolazione:

a seguito delle irrorazioni aeree con glifosato di alcune zone in America destinate a vaste monocolture,
sono stati ritrovati residui di glifosato negli alimenti e nel’ambiente e sono state contaminate

le falde acquifere sotterranee e le acque di superficie.

Problemi per la salute umana
Difetti alla nascita, alterazioni endocrine, elevata incidenza di linfomi non-Hodgkin 37




Problematiche connesse con e piante OGM

in campo salutistico

rischio di allergie scatenate da allergeni espressi dalle piante transgeniche
gli studi sono in numero limitato e parziali poiché gli effetti potrebbero
mostrarsi solo per consumo continuativo di OGM e sul lungo periodo

assenza di ecclatanti casi di tossicita da OGM
test accurati ai fini della sicurezza sanitaria prima dell'impiego su larga scala
e legislazione sempre piu attenta nella regolamentazione degli OGM

rischio di trasferimento di geni per la resistenza agli antibiotici (marcatori per

la selezione) dagli alimenti OGM alla flora intestinale e ai batteri patogeni
questa possibilita sembra comunque piuttosto remota
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Problematiche connesse con le piante OGM

in campo ecologico

» utilizzo di piante transgeniche resistenti ai parassiti
iniziale diminuzione dell’'uso di pesticidi, ma rischio di insorgenza di
resistenza nell’evoluzione dei parassiti

» utilizzo di piante transgeniche resistenti ai pesticidi
possibilita di bonificare dalle malerbe il campo destinato alla coltivazione
senza danneggiare la specie coltivata, ma rischio di diffusione con il polline
di geni per la resistenza ai pesticidi e quindi di sviluppo di malerbe resistenti
ai pesticidi stessi (- come puo tutelarsi chi vuol produrre non OGM?)

» utilizzo preferenziale di piante transgeniche rispetto ad altre non resistenti
progressiva perdita di biodiversita ed appiattimento del panorama
di scelta alimentare (processo di globalizzazione)

» impatto ambientale
quale situazione puo essere considerata di maggior impatto ambientale,
quella dell'utilizzo di pesticidi o della perdita di biodiversita e dell’equilibrjg
ecologico?



Problematiche connesse con le piante OGM

in campo economico

» 1 prodotti transgenici sono convenienti per il produttore, ma non per il
consumatore
gli OGM garantiscono una piu alta produttivita, ma essi non sono piu saporiti,
né piu economici

~ possibilita di miglioramento delle condizioni di vita nei paesi sottosviluppati
e di soluzione del problema della fame nel mondo
le multinazionali promotrici del transgenico sono realmente interessate alla
soluzione di tali problematiche umanitarie, oppure tendono ad imporre le loro
condizioni con i loro prodotti?
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ESEMPI DI OGM

Soia, Colza e Mais “Roundup Ready”: resistenza al pesticida Roundup (Monsanto)

Mais “StarLink”, Cotone Bt: resistenza ai parassiti per espressione della tossina del
Bacillus Thuringensis

Olio di senape e Riso Golden: arricchito in Vit.A

Olio di soia: arricchito in Vit.D

CENNI DI NORMATIVA EUROPEA SUGLI OGM

Dei 18 tipi di OGM autorizzati dalla Ue, soltanto 2 possono essere utilizzati
nell’alimentazione umana (soia Roundup Ready di Monsanto e mais Bt di
Novartis), gli altri sono destinati a mangimi destinati a polli, suini, bovini e pesci!

Dal luglio 2003 & diventato obbligatorio dichiarare in etichetta la presenza di OGM in
tutti gli alimenti per uso umano e nei mangimi che ne contengano piu dello 0.9%.
Questa regola non viene applicata ai prodotti derivanti da animali nutriti con OGM.

Dal 1999 e vietato utilizzare materie prime transgeniche per la produzione di alimenti
destinati ai lattanti e ai bambini.
41



LEGISLAZIONE AMBIENTALE

OGM, I’'Unione Europea sta con Monsanto

L’Unione Europea ha proibito ai paesi membri di vietare le coltivazioni geneticamente
modificate. Questo provvedimento va a rafforzare una precisa linea politica, mirata a
favorire la conquista del mercato da parte di multinazionali dell'agrobusiness, come
Monsanto.

di Francesco Bevilacqua - 21 Gennaio 2012

La situazione normativa in ltalia

L'ltalia, in quanto Stato membro dell’Unione Europea, ha I'obbligo di recepire le
Direttive comunitarie. La penetrazione delle colture geneticamente modificate in
ltalia € stata comunque fortemente contrastata.

2000 i1l "decreto Amato: blocco dell'uso di prodotti alimentari derivati da 4 mais
OGM, nonostante il parere dell’'ISS sull’assenza di rischio per la salute umana.
Nel 2004 il TAR del Lazio ha annullato tale decreto.
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2001: la ricerca scientifica
Blocco della sperimentazione in campo agrobiotecnologico. Grande protesta da
parte di numerosi scienziati italiani, inclusi i premi Nobel Dulbecco e Montalcini.

2003: la presenza accidentale di OGM nelle sementi convenzionali

In Italia politica di tolleranza zero, nonostante in 2003 la Regione Piemonte ha
ordinato la distruzione di 381 ettari di mais in cui era stata rilevata una
contaminazione di OGM compresa tra lo 0,1 e lo 0,02% (ovvero tra 1 seme su
1000 ed 1 seme su 5000); gli agricoltori interessati dalla distruzione non hanno in
seguito ricevuto alcun indennizzo.

2004: la coesistenza tra coltivazioni convenzionali, biologiche e OGM

La legge prevede la parita tra i diversi tipi di agricoltura, demandando alle regioni e
alle province autonome l'approvazione di un "piano di coesistenza“ piu 0 meno
rigido. Di fatto nessuna regione puo vietare la coltivazione di OGM poiché
contravverrebbe alla normativa Europea, ma al momento 13 regioni hanno
comunque predisposto delle norme che impediscono la coltivazione di OGM sul
loro territorio.

L’'ITALIA non e un Paese “OGM free”.

La gran parte dei mangimi utilizzati negli allevamenti italiani (esclusi gli allevamenti
biologici) e prodotta a partire da soia e mais geneticamente modificati importati da
Stati Uniti, Canada e America Latina. L'ltalia infatti produce solo '8% della soia dicui
necessita.




OGN

PRODOTTI

ALIMENTARI ' VACCINI ORALI

CMBINA ' SPERIMENTAZIONE
RICOMBINANT!I
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IVACCINI EDIBILI

« T vaccini attuali sono costosi

* Sono richieste infrastrutture per il trasporto e la
somministrazione (problemi logistici ed economici)

g - —
+2°C (35°r)

o

(4+6°F) *8°C/

DESTINATI Al PAESI SOTTOSVILUPPATI
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VACCINI EDIBILI: vantaggi della produzione in piante OGM

Technical and social benefits envisaged tn plant-denved edible vaccines

No. Benefir Characreriztics
1 Ol delivery The plaat cell wall, consisting essentsally of cellulose and sugars, provides protection in the
stomach and Zradual release of the antizen in the gut
2 Uze as raw food or dry powder The vaccinogenic plant tissue may be used as raw food. dried or, altematively, protems may
be partiallv or fully punfied and adounistered m capinles a8 drv powder
3 No need for “cold cham”™ The vaccmogense plant parts o plant extacts can be stored and slupped 3t 100m tempecanee
4 Mucosal and semm immune response Plant-dersved vaccines are prnmarly designed to tngger the mucosal imnume system (IzgA)
thas pe=venting pathogen =ntry al mocosal swfaces: they 2lso elict s=nun and. possibly
CYIOIOKIC [EspOnees
5 Cost efficiency Producticn cost will be reduced 100-1000 1mes as compased widh thar of wadinonal vaccines
6 Optieused expression sysiew Plans ey be engmesrad (0 accumulare die antigen in comvensent intacellular cotperiments
(endoplasmic reticulum, ehlocoplast)
7 Easwe of genetsc mampulation Proceduses essentially rely on established molecular and gepnetic maupulation protocals; these
me already avalable i developing coumtries
8 Ease of producnon and scale.up GM plant can be sicged & seeds. Unlinnted vaccine guantity can be produced from these i
Lizated hune. production and management 1s smtable for developing countnes
g Safe then comentional 1accines Lack of contammation with mumenalan pathogens
10 [deal to face buo-weapons Safety and cost efficiency propose plants plant-derived vaccmes as an ideal tool to face

[deal for veterinary use

o-terronsm
Cost affordable
Ready for use as food additive
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Come i vaccini commestibili forniscono protezione

n antigene presente in un vaccino commestibile viene as-  gene fosse un autentico agente infettivo, e non solo parte di es-

sorbito dalle celiule M dell'intestino {sotto, a sinistra) e tra-  so0. Questa risposta produce acellule memorias di lunga durata
sferito a diverse cellule del sistema immunitario, che a quel che sono in grado di neutralizzare prontamente il vero agente in-
punto avviano una risposta difensiva di attacco, come se 'anti-  fettivo se esso tentasse di ageredire |'organismo (g destra).

VIRUS

ANTIGENE . IN ARRIVO

DERIVANTEDAL ™.

VACCING
CELLULA
*'”ﬂfgﬁm INFETTAT ::’
e Y0 |
/,.rr"'a” . 0
A
1Le cellule M 4 ﬁ iz LINFOCITA B
trasferi@-mna I linfociti s MEMORIA
l'antigene =’ | B attivati % ¥ .
al macrofagl =% ATTIVANTI producono b =g 2 | linfociti T
i al linfociti B : e liberano helper memoria
_ in circolo LINFOCITAT®, 5 stimolano
MACROFAGD _'glﬂinlrucitiT anticorpi CITATOSSICO S O prontamente
: LINFDUn%Pslmmlanu in grado LINF'LII’TIT.H.\ la secrezione
e ol el 0 e LR ) R bt
izzare elper memoria :
sulla membrana altri l'antigene inducono i linfociti T
y Ll‘lmmmentl frammenti cibatossici
ell'antigene dell'antigene ad attaccare
F"EFEF:*E':F“T;{‘{ Gln siti distanti le cellule infettate €

RISPOSTA INIZIALE QUANDO COMPARE L'AGENTE PATOGENO



VACCINI ORALI DI VECCHIA GENERAZIONE

virus antipolio di Sabin e virus antitifico Ty21a: entrambi sono di tipo vivo-
attenuato. La loro caratteristica, da cui si comprende l'utilita della somministrazione
orale, e che si riproducono nella mucosa intestinale e vi stimolano I'immunita locale
cellulo-mediata nonché la produzione di IgA secretorie. In questo modo si ottiene
un’efficace immunita di barriera che protegge dall'infezione naturale impedendo
I'attecchimento dei patogeni gia nel sito di ingresso, a livello della mucosa intestinale.

VACCINI ORALI BIOTECNOLOGICI

ceppi ricombinanti di Salmonella e di E. Coli: usati per stimolare le difese
immunitarie delle mucose gastroenteriche (immunita locale).

vaccini commestibili o edibili: alcuni cibi possono essere modificati geneticamente
per far esprimere proteine antigeniche di vari organismi patogeni (ad es.: virus
Norwalk, E. coli, V. colereae e virus dell’epatite B) all'interno delle parti commestibili.
Essi possono essere prodotti in:

 vegetali transgenici (per es. patate, tabacco, soia, lattuga, pomodori e banane
contenenti alte concentrazioni di proteine antigeniche)

- latte da animali transgenici (per es. capre transgeniche che nel loro latte
secernono frammenti della proteina MSP-1, principale proteina esposta sulla
superficie del plasmodio della malaria)



Come preparare un vaccino commestibile

no dei metodi per preparare un vaccino com-
mestibile si basa sull'uso del batterio Agro-
bacterium fumefaciens come vettore - ossia, per
introdurre nelle celiule vegetali I'informazione ge-

netica di antigeni virali o batterici - di proteine
che provocano una risposta immunitaria mirata
nell'organismo ricevente. Lo schema illustra la
praduzione di patate-vaccing.,

CELLULA BATTERICA CELLULA VEGETALE -
GENE PER E —
L'ANTIGENE — o8 ) DA ) =
e TRASFERIMENTO GENICO £ 4
SOSPENSIONE E =
w . [
st/ R [ om0 Y .
LN ANTIBIOTICO 1 1l &”-{‘:‘;; PATATE-  — ?{i%‘—
‘ f - A VACCIND =
== _.__/-:A .J_',.f" e . P RS NS W - — '-H
&= TERRENO SELETTIVO CON UANTIBIOTICO
& 4 Sitaglia 2 Siesponeilframmento 3 Siespone la foglia 4 5idamodo al calio di
una foglia di foglia a batteri ali’azione di un antibiotico germogliare ed -4
che trasportano un gene che ucciderd solo emettere radici. P R
che codifica per le cellule prive dei nuovi F S fagl =
Pantigene & un gene per geni. Si aspetta finché & Sidepone il callo = 7 o

la resistenza all'antibiotico,
LS4 incuba in mododa
permettere al batterio

di trasferire i geni

nelie cellule vegetali,

io cellule sopravvissute In un terreno adeguato.

{modificate Entro tre mesi, le plantule
geneticamente) si &i trasformeranno in plante
moltiplicano e formano adulte che producono patate.
un agglomerato (callo). vaccino dotate dell"antigene.
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SCELTA DELLA PIANTA OSPITE PER LA PRODUZIONE
DI VACCINI EDIBILI: VANTAGGI E SVANTAGGI

PATATA
» Sistema di trasformazione facile ed efficiente
> |l tubero puo essere mangiato anche crudo

POMODORO

» Sistema di trasformazione relativamente facile ed efficiente
» |l frutto viene mangiato crudo

» Coltura in serra e processamento industriali gia ben avviati

BANANA
» Ampiamente coltivata nei paesi in via di sviluppo
» Mangiata cruda da neonati ed adulti
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DIARREA BATTERICA

tossina secreta da
V. cholerae e
E. Coli enterotossigenico 1. Ingresso della subunita
subunita A (tossica '

L ( : ) : ‘C “A” all’interno della cellula
subunita B (di ancoraggio) = >

2. Aumentata attivita
dell’adenilato ciclasi

legame specifico con i 3. Aumentata
gangliosidi Gy della concentrazione di AMP-
mucosa intestinale ciclico intracellulare

4. Aumentata secrezione di
ioni Cl- e ridotto
riassorbimento di NaCl

5. Diarrea 51



Perdita di nutrienti cellulari
HO O~ Kt HCO3~ |

| Incremento
dell' attivita _ TAMPe
l\ adenilato ciclasica / |

L'aumento di AMPc blocea il normale trasporto di Na* dal lume intestinale verso il
forrente ematico e causa la fuoriuscita, verso il lume, di K* e bicarbonati

Il movimento di ioni richiama H,O dal torrente circolatorio verso il lume intestinale,

causando diarrea e massiva perdita di liquidi (mortalita per disidratazione).
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VACCINO CONTRO LA DIARREA BATTERICA
SPERIMENTATO SULL'UOMO

Patate transgeniche esprimenti la subunita “B” non tossica

Dopo ingestione di patata-vaccino (50 o 100g di patata cruda contenente
375 o0 700 ug di antigene, tre dosi settimanali) si € ottenuta una risposta
anticorpale intestinale protettiva nei confronti della tossina (livelli sierici di
lgG neutralizzanti la tossina quadruplicati e persistenti per 38 giorni dopo
I'ultima dose)
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ALTRI VACCINI CONTRO ANTIGENI VIRALI
SPERIMENTATI SULL'UOMO

VACCINO CONTRO LA DIARREA VIRALE

» Viene prodotto in tabacco e patata transgenici esprimenti proteine capsidiche di
virus Norwalk (NVCP).

» Dopo ingestione di due o tre dosi da 150g di patata cruda, contenenti circa
500ug di antigene, si ottiene un significativo aumento di IgG e di IgA.

VACCINO CONTRO L'EPATITE B

» \Viene prodotto in lattuga e patata transgeniche esprimenti proteine d’envelope
del virus dell’'epatite B.

» L’antigene prodotto dalle piante e strutturalmente simile a quello ottenuto da
lieviti transgenici (vaccino iniettabile comunemente usato).

» Dopo ingestione di due dosi di lattuga contenenti appena 1ug di antigene, si
ottiene un significativo aumento di IgG.



REGOLAMENTAZIONE
DEI VACCINI DERIVANTI DA PIANTE

| VACCINI EDIBILI NON DEVONO DIVENTARE UN NORMALE COSTITUENTE
DEL CIBO

» Crescita delle piante-vaccino sotto condizioni controllate per evitare la
contaminazione di forniture di cibo e per preservare il loro contenuto genetico.

» Distribuzione dei vaccini non in forma fresca ma processata (contenuto
antigenico ben definito, omogeneo e stabile), eseguita da personale medico.

LE PIANTE VACCINO DEVONO ESSERE NON FERTILI E PROPAGATE PER
CLONI PER UN EFFICACE CONTENIMENTO DEL MATERIALE GENETICO

INGEGNERIZZATO



OGN

PRODOTTI

ALIMENTARI ' VACCINI ORALI

 OMBINA ' SPERIMENTAZIONE
RICOMBINANT!I
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Transgenesi e gene fargeting finalizzate all'ottenimento di:

* Uun aumentato valore nutrizionale delle carni

- proteine umane da animali da allevamento

| primi risultati importanti sono stati ottenuti utilizzando
sequenze enhancer tessuto-specifiche,

capaci di indirizzare I'espressione di geni esogeni codificanti per
proteine farmacologicamente importanti

nella ghiandola mammaria e quindi NEL LATTE,

che puo essere raccolto facilmente ed in grande quantita
(animali transgenici come BIOREATTORI)
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Gene of
interest

/#—"\ l Obtain milk from transgenic animals.
W

p-Lactoglobulin ——— 1,5 :
promotar

e, B

_— Product of gene of inlerest
: is secreted into milk.

DNA is injected /
into pronucleus. i

U Fractionate milk proteins.

Halding
pipette

Expression of gena of interast is U
restricted lo mammary lissue. Pure product of gene of interest



ANIMALT COME BIOREATTORI

fransgene Promotore Specie transgenica
Attivatore tissutale del plasminogeno Proteina acida del siero Capra
ad azione prolungata
Antitripsina a; Lattoglobulina B Pecora
Fattore di coagulazione X Lattoglobulina 8 Pecora
Proteina solubile CD4 Proteina acida del siero Topo
Lattoferrina Caseina ax; Mucca
Urochinasi Caseina as Topo
CFTR Caseina B Topo
Interleuchina 2 Caseina B Coniglio




UN CLONE FAMOSO: LA PECORA DOLLY

Dolly with her surrogate mother

Nata nel 1996 al Roslin Institute in Scozia,
dopo 277 tentativi.

METODO DI CLONAZIONE:

Dolly with her f'_rSt Cellula donatrice: cellula somatica adulta di pecora
newborn, Bonnie dell'eta di 6 anni.

Trasferimento nucleare in oociti denucleati (privati
del proprio nucleo ) e indotte ad avviare lo sviluppo
del feto.
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