
Come si studia il ruolo di una proteina?

Approcci positivi o negativi:
- trasfezioni stabili e transienti
- siRNA
- animali transgenici
- animali knock-out
- animali knock-in
- tecnica cre-lox per knock-out condizionali

Solo per uso didattico - vietata la riproduzione o la vendita
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Trasfezione transiente: quale proteina è stata trasfettata?

(Rua et al., 2008)Solo per uso didattico - vietata la riproduzione o la vendita
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• http://www.youtube.com/watch?v=cK-GB1_ELE
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TOPI TRANSGENICI

per produrre topi transgenici è necessario:

- preparare un costrutto

- inserirlo nell’animale



Basic Transgenic Construct

Dove inietto questo costrutto?
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-Dove si integra il DNA?
-In quale cromosoma?
-Quali cellule o tessuti 
esprimono la proteina 
d’interesse?
-Da cosa dipende 
l’eventuale specificità di 
espressione?
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DNA

Microinjection in fertilized eggs

The transgene is injected 
into the male pronucleus 

of a fertilized egg

The DNA is inserted 
in the genome RANDOMLY

by non-homologous recombination

G0 offsprings from surrogate mothers contain transgene in ALL cells

G0 crossed with non-transgenics. Offsprings called FOUNDERS
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Inattivazione selettiva di un gene che viene 
rimpiazzato da un altro gene (knock-out) 
o da una copia mutata o modificata dello stesso gene 
(knock-in)

TOPI KNOCK-OUT & TOPI KNOCK-IN
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TOPI KNOCK-OUT & TOPI KNOCK-IN

- per produrre un topo knock-out/in è necessario:

- preparare un costrutto

- inserirlo nell’animale
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• Dove inietto questo costrutto?
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Embryonic stem (ES) cells

Pluripotent stem cells derived from the inner cell mass of the blastocyst

Can be cultured, manipulated and then reinjected into blastocysts, 
where they can go on to contribute to all parts of embryo.
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Quali cellule muoiono?
Quali cellule sopravvivono?

Quali cellule muoiono?
Quali cellule sopravvivono?
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Quello che ottengo è un topo knockout omozigote?
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DNA

Microinjection in fertilized eggs Transformation of  ES cells

ES cells are selected by Neomycin
(Neo accompany Your Gene)

Transformed ES cells 
are injected into 3 day embryo 

(blastula)

Chimerae etc as for knocks

The transgene is injected 
into the male pronucleus 

of a fertilized egg

The DNA is inserted 
in the genome RANDOMLY

by non-homologous recombination

G0 offsprings from surrogate mothers contain transgene in ALL cells

G0 crossed with non-transgenics. Offsprings called FOUNDERS
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• histological examination revealed dramatic lack of trabeculation within the 
myocardium (My) of E10.5 ErbB4-/- mice

My, myocardium; En, endocardium; Vn, ventricle; EC, endocardial cushion. 

ErbB4 KO
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ErbB4 KO è letale, ma se espresso nel cuore no

• 1-Come posso ottenere un topo knock-out, che esprime il gene 
di interesse solo in un tessuto? 
(es: solo nel cuore)

• 2-Come posso ottenere un topo knock-out che non esprime il 
gene di interesse solo in un tessuto, o in una certa fase dello 
sviluppo? 
(es: un knock-out che non esprime ErbB4 solo nei neuroni)
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A cosa serve questo costrutto? 
Lo userò per ottenere un topo knock-out o un transgenico?
Dove lo inietto?
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A DNA construct was made, consisting of human ErbB4 (HER4) cDNA under the control 
of the α-myosin heavy chain (ααααMHC) promoter and this was microinjected into fertilized 
mouse ova, which were placed into the oviducts of pseudopregnant females
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• the HER4heart mouse line was crossed with an ErbB4+/- line to generate 
ErbB4-/- HER4heart (-/- ht+) offspring in the F2 generation 

• histological examination revealed no differences between E10.5 -/- ht+ heart 
(C) and E10.5 WT heart (D). This finding contrasts with the dramatic lack of 
trabeculation within the myocardium (My) of E10.5 ErbB4-/- mice (E) 

My, myocardium; En, endocardium; Vn, ventricle; EC, endocardial cushion 
(Scale bar = 0.3 mm.)
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Conditional knock-outs
inactivate a gene only in specific tissues 

and at certain times during development and life.

Cre-lox technology

Cre – a site-specific recombinase enzyme from the P1 phage.

Recognises a 34bp DNA sequence loxP =

Cre

Cre

Cre

Your gene of interest 
is flanked by 34 bp 
loxP sites (floxed).

Where CRE 
recombinase is 
expressed at 
least once

Gene between loxP 
sites is removed

Promoter element Cre
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Quali saranno i controlli/mock?
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Quale tipo di approccio devo utilizzare per ottenere il 
topo “loxato”?

Quale tipo di approccio devo utilizzare per ottenere un 
topo con una cre ricombinasi tessuto specifica?

Che tipo di costrutto dovrò preparare per il topo lox?
Che tipo di costrutto dovrò preparare per il topo cre?

Inietto il DNA nel pronucleo maschile dell’uovo 
fertilizzato o trasfetto le cellule  ES?
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Cosa succede quando incrociate un topo “CRE” con un topo 
“loxato”?

se incrocio un topo con la cre-ricombinasi regolata dal promotore 
di un gene espresso solo nella ghiandola mammaria con un 
topo che presenta ErbB4 “loxato”,

Quali cellule esprimeranno ErbB4?

Quali non lo esprimeranno? 

Perché?

L’effetto è reversibile?
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