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Dai primi, faticosi
esperimenti sugli
anfibi ai clamorosi
risultati ottenuti sui
mammiferi,
attraverso
| continui progressi
teorici e pratici
dell’embriologia
e della biologia
cellulare

a capacita tecnica di manipolare
spermatozoi, oociti e cellule
dei primi stadi embrionali nei

mammiferi & giunta in anni recenti ad
aprire tali e tante prospettive appli-
cative nell’ambito della biologia del-
la riproduzione animale e umana da
suscitare domande e perplessita sul-
le conseguenze del loro impiego. Le
principali riguardano i risvolti bioeti-
ci delle tecniche di clonazione e gli ef-
fetti che potranno avere sulla biodi-
versita se la fecondazione artificiale
con pochi riproduttori diverra I’'unica
modalita di riproduzione impiegata
per gli animali di interesse economi-
co. Si scontrano su questo terreno le
due vocazioni della ricerca scientifica:
quella applicata e quella di base. Cio
che abbiamo appena ricordato cade
infatti nella sfera delle applicazioni di
tipo commerciale di ricerche che han-
no si contribuito enormemente all’a-
vanzamento delle conoscenze scienti-
fiche di base, ma che ancora necessi-
tano di tanto tempo e molti investi-
menti per giungere a fornirci un’idea
piu chiara di fenomeni biologici che
comunque siamo gia in grado sfrutta-
re economicamente.

A piu di 200 anni dalla prima fe-
condazione artificiale eseguita nel
1781 da Lazzaro Spallanzani resta
ancora moltissimo da scoprire sugli
eventi che regolano le primissime fasi
dello sviluppo embrionale. La fecon-
dazione ha inizio con la fusione tra la
cellula germinale femminile (cellula
uovo) e quella maschile (spermato-
zoo) a formare lo zigote. Lo zigote €
la prima cellula del nuovo individuo
che inizia a dividersi in due cellule,
poi quattro, otto, sedici, trentadue e

LESCIENZE 377/ gennaio 2000



UOVO NON
FECONDATO
(CEPPO CON W = GIRINO
DUE NUCLEOLI) l (CEPPO CON
UN NUCLEOLO)
l INTESTINO
DEL GIRINO
RAGGI ‘l'
ULTRAVIOLETTI CELLULE
ik EPITELIALI
tEd

i

MICROPIPETTA

/ NUCLEO DI CELLULA
/ INTESTINALE

UOVO OSPITE ———— ~——— NUCLEO DI CELLULA
INTESTINALE
b

| ASSENZA DI
SEGMENTAZIONE

BLASTULA BLASTULA

Il pionieristico esperimen-

to di clonazione effettuato
nel 1966 da John Gurdon.

GIRINO Si parte dall’'uovo di rana
non fecondato, che viene

EMBRIONE preparato a ricevere un

l ANORMALE nucleo cellulare distrug-

gendo il nucleo dell'uovo
stesso con radiazione ul-
travioletta. Nell’'uovo si
trapianta poi il nucleo pre-

RN UM TURA levato da una cellula epite-
NUCLEOLO liale dell’intestino di un gi-
rino. In circa I'1 per cento
dei trapianti si sviluppa
una rana che ha nei suoi
nuclei un solo nucleolo.

La microfotogra-
fia nella pagina a
fronte mostra una
cellula uovo di
topo appena ovu-
lata e circondata
dalle cellule folli-
colari del cumu-
lo. Qui a fianco,
lo Xenopus laevis
ottenuto da Gur-
don; la rana é del
tutto normale, il
che dimostra che
il nucleo della cel-
lula intestinale ha
un corredo com-
pleto di geni.

G. B. Gurdon, Universita di Oxford
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cosi via fino al completo sviluppo del
nuovo individuo. August Weissman
(1834-1914) per primo postuld che
durante la moltiplicazione cellulare le
cellule somatiche si differenzino a for-
mare i diversi organi e strutture che
compongono I’intero corpo; viceversa
le cellule germinali mantengono I'in-
sieme dell’informazione ereditaria che
verra tramandata di generazione in
generazione.

Studi successivi condotti da grandi
embriologi quali Hans Driesch (1876-
-1941) e Hans Spemann (1869-1941)
arrivarono a chiarire, nei modelli pre-
diletti dalla biologia dello sviluppo (e
cioe il riccio di mare, la ranae il trito-
ne), i momenti, durante lo sviluppo
embrionale, in cui la via differenziati-
va delle diverse linee di sviluppo assu-
meva le caratteristiche di «non ritor-
no». In particolare, Hans Spemann
dimostro con i suoi esperimenti che la
determinazione € un processo pro-
gressivo che agisce durante lo svilup-
po embrionale e porta le cellule del-
I’embrione a seguire una via differen-
ziativa irreversibile da un certo stadio
di sviluppo in poi. Egli intui che i cri-
teri per la differenziazione cellulare
sono di tipo operativo, poiché nel-
I’embrione iniziale non riscontrava
una evidente differenziazione morfo-
logica cellulare.

Rimaneva pero aperto il quesito:
«La differenziazione cellulare & un
processo terminale oppure il pro-
gramma genetico di una cellula diffe-
renziata puo essere riprogrammato?».
Per rispondere a quest’ultima doman-
da, Spemann propose nel 1938 quello
che egli stesso defini «un fantastico
esperimentox. Suggeri di prelevare il
nucleo da una cellula di un embrione
in avanzata fase di sviluppo (oppure
di un individuo adulto) e trasferirlo
nel citoplasma di una cellula uovo
enucleata, privata cioé del proprio
nucleo, insieme con il corredo geneti-
co. In altre parole, propose un esperi-
mento di trasferimento nucleare per
capire se il nucleo di una cellula diffe-
renziata fosse in grado di riprogram-
mare I'informazione espressa e di
controllare lo sviluppo embrionale.

Purtroppo I’'avanzamento delle co-
noscenze scientifiche necessita non so-
lo di idee brillanti, ma anche di op-
portunita tecniche. Spemann non po-
té condurre I’'esperimento per la man-
canza di strumenti adatti alla manipo-
lazione e alla dissezione delle cellule
somatiche e germinali utili al trasferi-
mento nucleare: sarebbero occorsi an-
cora 14 anni prima che gli embriologi
riuscissero a cimentarsi con I’esperi-
mento da lui proposto.
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| primi trasferimenti
di nucleo

Nel 1952 due ricercatori americani,
Robert Briggs e Tom J. King, utiliz-
zando una pipetta di vetro molto sotti-
le, riuscirono a estrarre il nucleo da
una cellula di embrione di rana allo
stadio di blastula e lo trasferirono in
una cellula uovo enucleata. L’embrio-
ne cosi ottenuto raggiunse lo stadio di
girino, ma non fu in grado di svilup-
parsi fino allo stadio di adulto.

Il lavoro di Briggs e King, comun-
que, aveva per la prima volta posto le
basi sperimentali (definendo gli stru-
menti e le tecniche necessarie per ese-
guire I’esperimento proposto da Spe-
mann) per giungere a ottenere le due
pit importanti risposte che la comu-
nita scientifica attendeva in quegli
anni: primo, I'informazione genetica
contenuta nel nucleo di una cellula dif-
ferenziata € ancora presente nella sua
totalita fisica? E se lo &, puo essere di
nuovo riprogrammata per lo sviluppo
di un nuovo individuo? Secondo, le in-
terazioni tra il citoplasma dell’oocita e
il nucleo trasferito sono in grado di de-
differenziare il nucleo introdotto e di
dirigere poi lo sviluppo di un nuovo
individuo?

Passarono quasi 15 anni perché si
facessero ulteriori passi avanti: nel
1966 John Gurdon, dell’Universita di
Oxford in Inghilterra, pubblico un la-
voro straordinario in cui, utilizzando
la metodologia di Briggs e King, dimo-
strava di avere ottenuto lo sviluppo di
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un embrione, generato dal trasferi-
mento del nucleo di una cellula diffe-
renziata prelevata dall’intestino di un
girino di Xenopus laevis in un oocita
enucleato, fino al completamento del-
lo stadio larvale. Gurdon aveva dimo-
strato che i nuclei di cellule somati-
che differenziate, trasferiti nel citopla-
sma di una cellula uovo enucleata, so-
no in grado di modificare il loro pro-
gramma genetico fino ad assumerne
uno nuovo, di tipo embrionale, e quin-
di sono capaci di iniziare e proseguire
lo sviluppo larvale. Cosi, sul finire
degli anni sessanta, il «fantastico espe-
rimento» proposto da Spemann ave-
va avuto luogo, sebbene nessun em-
briologo fosse stato ancora in grado di
ottenere un individuo adulto dal tra-
sferimento di nuclei somatici differen-
ziati prelevati da girini oltre lo stadio
differenziativo di girino in grado di
alimentarsi, né tanto meno da indivi-
dui adulti.

Nel 1981 un giovane ricercatore
americano, Peter Hoppe, e un brillante
ricercatore di origine tedesca, Karl I1I-
mensee, pubblicarono un articolo in
cui riferivano di avere ottenuto alcuni
topolini in seguito al trasferimento di
nuclei di cellule embrionali allo stadio
di blastocisti in oociti enucleati. Riu-
scendo a micromanipolare il gamete
femminile e 'embrione preimpianto di
un topolino, Hoppe e llimensee aveva-
no quindi dimostrato che era possibile
clonare anche i mammiferi, la classe
alla quale appartiene I'uomo.

Se I’esperimento di Hoppe e llimen-
see aveva confermato la pluripotenzia-
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lita dei nuclei di cellule embrionali, il
passo successivo, la clonazione a parti-
re da nuclei prelevati da cellule di indi-
vidui adulti, avrebbe definitivamente
dimostrato la reversibilita dei proces-
si attivi nella determinazione del diffe-
renziamento cellulare. Purtroppo, no-
nostante i numerosi tentativi di ripete-
re I’esperimento di lllmensee e Hoppe,
nessun ricercatore riusci pit a ottenere
il completo sviluppo di un embrione di
topo: nemmeno embriologi del calibro
di James McGrath e Davor Solter, i
quali tentarono di clonare topi a parti-
re da nuclei prelevati da blastomeri di
embrioni a 2, 4, 8 cellule sino alla bla-
stocisti (stadio utilizzato da Hoppe e
Ilimensee) con risultati sempre negati-
vi. Nel 1984, in un articolo pubblicato
sulla rivista «Nature», essi dichiararo-
no che «la clonazione di topi, utiliz-
zando tecniche di trasferimento nu-
cleare, & biologicamente impossibile».

Gli stessi IlImensee e Hoppe non fu-
rono piu in grado di ripetere con suc-
cesso i risultati riportati nell’articolo
del 1981, e I'intero gruppo di ricerca,
ormai screditato dal punto di vista ac-
cademico, si sciolse.

Le applicazioni
zootecniche

L’impatto di questo fallimento sulla
comunita scientifica fu tale che i finan-
ziamenti ai laboratori di embriologia
impegnati in ricerche di base sui feno-
meni biologici che regolano lo svilup-
po embrionale e la differenziazione cel-
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Qui a destra, I’agnellino Dolly con la
madre surrogata, una pecora di razza
completamente diversa. La nascita di
Dolly, comunicata sulla rivista ingle-
se «Nature» del 27 febbraio 1997, su-
scitd immediatamente grande scalpore
negli ambienti scientifici e non. Nella
pagina a fronte & schematizzata la tec-
nica messa a punto dal gruppo di lan
Wilmut, al Roslin Institute di Edim-
burgo, per arrivare alla clonazione di
Dolly. L’agnello da essi ottenuto deri-
vava da un nucleo di cellula mamma-
ria fornito da una pecora di razza Finn
Dorset inserito in un oocita enucleato
di una pecora Scottish Blackface. In
realta gli oociti che si svilupparono fi-
no alla blastocisti e che vennero suc-
cessivamente inseriti nell’utero di 13
madri surrogate furono 29, ma solo
uno di essi riusci a completare lo svi-
luppo fetale fino a divenire un agnello
(per forza di cose femmina) perfetta-
mente normale e fertile, come si dimo-
stro alcuni mesi piu tardi.

lulare (e che per questi studi utilizzava-
no tecniche di trasferimento nucleare)
vennero bloccati. In seguito, la clona-
zione di mammiferi perse di interesse
per i biologi dello sviluppo, ma conti-
nuo nell’ambiente veterinario per I'in-
teresse applicativo in ambito zootecni-
co. In quest’ambito infatti le potenzia-
li ricadute economiche derivanti dal-
I'opportunita di ottenere con successo
animali (bovini, suini eccetera) identici
agli individui donatori di un genoma
(quindi del nucleo utilizzato nel trasfe-
rimento nucleare) ricco di tratti geneti-
ci di interesse commerciale risultarono
immediatamente evidenti. Due erano i
laboratori impegnati in questo tipo di
ricerche: quello di Steen M. Willadsen
in Gran Bretagna e quello di Neil First
negli Stati Uniti. Nel 1986, Willadsen
annunciava di avere clonato alcune pe-
core trasferendo nuclei di embrioni
preimpianto in oociti enucleati. Pochi
mesi dopo, nel 1987, Neil First pubbli-
cava un articolo dimostrando di ave-
re ottenuto nel suo laboratorio alcuni
vitelli a partire da cellule embrionali
preimpianto, e piu tardi ottenne un
nuovo successo a partire da cellule del-
la blastocisti, ossia le stesse cellule del
nodo embrionale utilizzate anni prima
negli esperimenti di lllmensee e Hoppe
sul topo. Impiegando tecniche di tra-
sferimento nucleare, a partire dal 1986
a oggi, sono stati ottenuti migliaia di
bovini, suini, e ovini.

Nel 1996, il gruppo diretto da lan
Wilmut, dell’Istituto Roslin di Edim-
burgo in Scozia, perfeziono ulterior-
mente la tecnica. Dalla disgregazione
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delle cellule del nodo embrionale di pe-
cora otteneva circa 20 cellule che non
venivano utilizzate come tali, ma bensi
coltivate in vitro per alcuni giorni, cosi
da ottenere una popolazione di mi-
gliaia di cellule identiche tra loro. Cia-
scuna di queste cellule era potenzial-
mente in grado di dare origine aun in-
dividuo clonato, identico alle altre mi-
gliaia di individui ottenibili a parti-
re dalle cellule embrionali della stessa
popolazione.

Nonostante che la clonazione di in-
dividui a partire da cellule embrionali
non costituisse pit una novita, almeno
in ambiente zootecnico, nel febbraio
del 1997 la notizia, apparsa sulla rivi-
sta «Nature» sempre a opera del grup-
po di ricerca diretto da lan Wilmut,
della nascita di un agnello a partire da
un oocita enucleato nel quale era stato
trasferito il nucleo di una cellula soma-
tica di pecora adulta colse di sorpresa
la comunita scientifica internazionale.
Esaminiamo da vicino I'esperimento di
Wilmut. Cellule della ghiandola mam-
maria furono disgregate e mantenute,
per un periodo di due settimane, in un
terreno di coltura privo di alcuni nu-
trienti al fine di rallentarne la divisione
cellulare e bloccarle in una fase del ci-
clo cellulare detta GO. Le cellule furo-
no poi incubate in un terreno conte-
nente il virus Sendai, che legandosi alla
membrana plasmatica della cellula so-
matica facilita, successivamente al tra-
sferimento di quest’ultima nello spazio
perivitellino dell’oocita, la sua fusione
con I'oocita.

Nell’esperimento del gruppo scozze-

se furono trasferite 277 cellule somati-
che in altrettanti oociti. Di questi ooci-
ti, 29 (ossia il 10,5 per cento) si svilup-
parono fino allo stadio di morula/bla-
stocisti e vennero poi trasferiti nell’ute-
ro di 13 femmine. Di queste 29 blasto-
cisti, solo una completo lo sviluppo fi-
no alla nascita di un agnello, la famo-
sissima Dolly.

Dallanalisi critica del lavoro del
gruppo scozzese emerge un punto di
estrema rilevanza concettuale: I'impos-
sibilita di riconoscere tra le cellule di-
sgregate della ghiandola mammaria
guale abbia contribuito alla nascita di
Dolly. In seguito alla disgregazione
delle ghiandole mammarie si ottengo-
no diversi tipi cellulari isolati - cellule
epiteliali, fibroblasti e linfociti - di cui &
pero molto difficile distinguere le ca-
ratteristiche morfologiche, ossia il fe-
notipo, dopo che sono state a lungo
coltivate in vitro. Quindi, a oggi, hon
conosciamo quale sia la cellula somati-
ca che ha permesso la nascita di Dolly.

Anche se la procedura adottata dal
gruppo scozzese si € rivelata aperta a
critiche, non vi & dubbio perd sul fatto
che questo esperimento rappresenti un
passaggio importantissimo nella storia
dell’embriologia e finalmente, a 80 an-
ni dagli esperimenti di Spemann, sia-
mo in grado di dare una risposta alle
domande allora poste: il genoma di
una cellula somatica di mammifero
adulto pud essere riprogrammato al-
I'interno del citoplasma di un oocita
enucleato ed ¢ in grado di sostenere lo
sviluppo embrionale a termine fino al-
la nascita di un nuovo individuo.
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Il topo, modello
animale ideale

La pecora purtroppo non rappre-
senta il modello animale ideale per gli
studi di base che possono portare alla
comprensione dei meccanismi e delle
molecole coinvolte in questo processo
di riprogrammazione del genoma della
cellula somatica dopo il suo trasferi-
mento all’interno dell’oocita. Le cono-
scenze di biologia della riproduzione,
di embriologia molecolare e, piu in ge-
nerale, di genetica di questo animale
sono estremamente limitate. Al con-
trario, il topo rappresenta il modello
sperimentale ideale perché & il mam-
mifero, assieme all'uomo, di cui me-
glio conosciamo la genetica, la biolo-
gia della riproduzione e dello svilup-
po. Il topolino rappresenta quindi il
modello animale piu prezioso per la ri-
cerca biomedica.

Alla nascita di Dolly, i biologi dello
sviluppo sono tornati a chiedersi quali
siano i fattori che permettono a uno
zigote ottenuto dal trasferimento nu-
cleare di terminare lo sviluppo. Un
aspetto importante che distingue lo
sviluppo preimpianto della pecora da
quello del topo riguarda le modalita e
i tempi di attivazione dei geni embrio-
nali. In tutti i mammiferi le prime fa-
si dello sviluppo embrionale a parti-
re dallo zigote avvengono grazie agli
RNA messaggeri (MRNA) e alle pro-
teine di origine materna, quindi gia
presenti nel citoplasma dell’oocita e
prodotti durante I’oogenesi. Questi
MRNA e queste proteine andranno
esaurendosi col procedere dello svilup-
po embrionale, e quindi I'embrione
dovra sintetizzarne di nuovi.

L’attivazione del genoma embriona-
le (ZGA, dall’inglese zygotic genome
activation) avviene durante lo svilup-
po preimpianto in momenti diversi
nelle diverse specie di mammiferi. Nel
topo la ZGA avviene a partire dal-
I’embrione a 2 cellule, nell’embrione
umano a partire da 4 cellule, nel coni-
glio e nella pecora a 16/32 cellule.
L’embrione di pecora raggiunge lo sta-
dio a 32 cellule 2,5 giorni dopo la fe-
condazione (o dopo il trasferimento
del nucleo somatico), mentre il topo
raggiunge lo stadio di 2 cellule 15-20
ore dopo la fecondazione. Ne conse-
gue che I’'embrione di pecora, rispetto
a quello di topo, dispone di una mag-
gior quantita di tempo per modificare
il programma del genoma della cellula
somatica. L’embrione di topo, ottenu-
to dopo il trasferimento di un nucleo
somatico, deve avere il nuovo pro-
gramma genetico adatto allo sviluppo
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Studio del genoma di topo presso il Centro «Buzzati-Traverso» del CNR, a Monte-
rotondo. Il topo ¢ un animale modello ideale per tutti gli studi di biomedicina.

dell’embrione gia pronto allo stadio di
2 cellule. Questa differenza era ritenu-
ta da molti embriologi fondamentale
nello spiegare gli insuccessi con il mo-
dello topo.

Finalmente un gruppo di ricerca di-
retto da Yanagimachi Ryuzo dell’Uni-
versita delle Hawaii a Honolulu, e
comprendente ricercatori giapponesi,
statunitensi, inglesi e italiani (tra cui
uno degli autori del presente articolo,
Maurizio Zuccotti) riusci a ottenere la
nascita di alcuni topolini da embrio-
ni prodotti grazie al trasferimento di
nuclei somatici in oociti enucleati. Il
relativo lavoro venne pubblicato su
«Nature» nel luglio del 1998.

Come abbiamo ricordato in prece-
denza, un punto critico dell’esperi-
mento di Wilmut e collaboratori ri-
guardava I'impossibilita di conoscere
il fenotipo della cellula somatica utiliz-
zata per il trasferimento nucleare. 1l

gruppo diretto da Yanagimachi ha uti-
lizzato tre tipi cellulari di cui erano
perfettamente noti I'origine e il fenoti-
po: le cellule follicolari del cumulo
ooforo, le cellule del Sertoli e le cellule
nervose. Tutti e tre questi tipi cellulari
hanno cessato di moltiplicarsi e sono
usciti dal ciclo cellulare; sono inoltre
giunti al termine della differenziazio-
ne. Al momento dell’isolamento si tro-
vano in quella che & conosciuta come
fase GO del ciclo cellulare. Le cellule
follicolari sono le cellule che a centi-
naia circondano I’oocita ovulato a for-
mare una corona (il cumulo ooforo);
le cellule del Sertoli rappresentano la
componente somatica del tubulo semi-
nifero e regolano I'andamento della
spermatogenesi; infine, le cellule ner-
vose utilizzate provengono dalla cor-
teccia cerebrale di individui adulti.
Mentre il gruppo di lan Wilmut aveva
scelto di trasferire la cellula somatica
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intera nello spazio perivitellino del-
I'oocita e mediare la fusione tra le
membrane plasmatiche con un virus,
Yanagimachi e collaboratori hanno
preferito estrarre il nucleo dalle cellule
somatiche prescelte e trasferirlo diret-
tamente all’interno del citoplasma del-
I’oocita. La procedura utilizzata per il
trasferimento di nuclei di cellule folli-
colari e schematizzata nel disegno in
guesta pagina.

Nell’esperimento, I'immediata veri-
fica del successo della clonazione av-
viene verificando il colore del pelo dei
topolini. Sono stati infatti utilizzati tre
ceppi di topolini caratterizzati dal di-
verso colore del pelo: un ceppo a pelo
nero donatore delle cellule somatiche e
quindi dei nuclei trasferiti, un ceppo a
pelo grigio donatore delle cellule uovo
e un terzo ceppo a pelo albino di fem-
mine pseudogravide deputato a porta-
re a termine la gravidanza dopo il tra-
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sferimento degli embrioni allo stadio
di blastocisti. La possibilita di indurre
uno stato di pseudogravidanza nelle
femmine di topo € molto utile ai ricer-
catori e si ottiene semplicemente fa-
cendo accoppiare una femmina di to-
po con un maschio sterile. La condi-
zione ormonale che sostiene lo stato di
gravidanza ha infatti inizio con l'ac-
coppiamento, indipendentemente dal-
la presenza di spermatozoi e dalla av-
venuta fecondazione delle cellule uo-
vo. | ricercatori possono cosi trasferire
nell’'utero della femmina pseudogravi-
da embrioni ottenuti in vitro, i quali
potranno impiantarsi sulle pareti di un
utero gia pronto ad accoglierli.

Dei tre tipi cellulari impiegati - cel-
lule follicolari, del Sertoli e cellule ner-
vose - solo le cellule follicolari hanno
dimostrato la capacita di sostenere lo
sviluppo di embrioni normali e in gra-
do di procedere attraverso tutte le tap-

Lo schema qui a fianco mostra come &
stata ottenuta Cumulina. Il nucleo di
una cellula follicolare prelevata da una
topolina a pelo nero viene trasferito nel
citoplasma di una cellula uovo di topoli-
na grigia. Lo pseudozigote cosi ottenuto
€ attivato in modo da proseguire lo svi-
luppo embrionale fino a blastocisti. La
blastocisti & poi trasferita in una madre
surrogata a pelo bianco che completera
la gravidanza. L’utilizzo di tre ceppi di
topo con diversi colori del pelo (foto in
alto) e marcatori genetici diversi (rap-
presentati dalle varie bande nella foto
in basso) ha permesso di dimostrare con
certezza che Cumulina, avendo il pelo
nero, é nata dal nucleo della cellula folli-
colare donata dalla topolina nera.

v

pe dello sviluppo fetale sino alla nasci-
ta di nuovi individui. Raggiunto lo sta-
dio di blastocisti, gli embrioni sono
stati trasferiti nelle femmine pseudo-
gravide albine. Al termine della gravi-
danza sono nati topolini il cui pelo,
dopo circa 15 giorni, si ¢ rivelato nero,
cosi come ci si attendeva. Il primo to-
polino femmina cosi generato, chia-
mato Cumulina per la sua derivazione
da una cellula del cumulo ooforo, &
stato ottenuto con la tecnica ora espo-
sta e chiamata «tecnica di Honolulu».
In seguito, Cumulina é stata accoppia-
ta con un maschio fertile e dopo 19
giorni di gravidanza ha partorito alcu-
ni piccoli.

La maggior parte degli embrioni ot-
tenuti con il trasferimento di nuclei di
cellule del Sertoli si ¢ impiantata sulla
parete dell’'utero, ma non ha prosegui-
to lo sviluppo embrionale, e solo in un
caso un embrione si ¢ sviluppato fino

51

Cortesia Yanagimachi Ryuzo



allo stadio di 8-9 giorni. | risultati peg-
giori in termini di sviluppo embrionale
sono stati ottenuti con i nuclei delle
cellule nervose, i cui embrioni non si
sono mai sviluppati oltre lo stadio di
blastocisti e solo in rari casi si so-
no impiantati nell’utero delle femmine
pseudogravide.

Il colore del pelo non é stato I’'unico
marcatore genetico impiegato per pro-
vare che i topolini nati con la tecni-
ca di Honolulu erano cloni. Sono stati
utilizzati anche altri marcatori genetici
tipizzando il DNA dei tre ceppi di to-
polini impiegati.

L’esperimento condotto da Yanagi-
machi e collaboratori con le cellule fol-
licolari ha stabilito con chiarezza che il
nucleo di cellule somatiche terminal-
mente differenziate, trasferito nel cito-
plasma di una cellula uovo, puo perde-
re il proprio programma genetico e ac-
quisirne uno nuovo in grado di inizia-
re e terminare lo sviluppo embrionale
sino alla nascita di un nuovo indivi-
duo. Dal punto di vista genetico, il
nuovo individuo & un clone del dona-
tore della cellula somatica impiegata
per il trasferimento nucleare. Successi-
vamente, con il trasferimento di nuclei
di cellule follicolari, sono state ottenu-
te diverse decine di topoline.

La ricostruzione storica degli esperi-
menti che hanno portato alla clona-
zione di anfibi prima e di mammiferi
poi mostra quanto importante sia nel-

la scienza I'idea che porta a concepire
un esperimento (Spemann aveva pen-
sato alla clonazione nel 1938), ma
guanto indispensabile sia anche lo svi-
luppo delle tecniche e degli strumenti
necessari alla sperimentazione. E stato
il miglioramento progressivo negli an-
ni delle tecniche di micromanipolazio-
ne di gameti ed embrioni preimpianto
che ha permesso sia il trasferimento
nucleare da una cellula somatica alla
cellula uovo enucleata con il minimo
danno possibile, sia un aumento sem-
pre maggiore del numero di embrioni
manipolati cosi ottenuti.

La tecnica di trasferimento nuclea-
re impiegata per I’ottenimento di Cu-
mulina appare di estrema utilita per
lo studio e la comprensione dei mec-
canismi molecolari che regolano le
prime fasi dello sviluppo dell’embrio-
ne di mammifero. E questo infatti un
modello di studio che permettera di
capire come una cellula uovo sia in
grado di riprogrammare il DNA di
una cellula somatica ponendolo in
grado di iniziare e completare lo svi-
luppo embrionale.

Fenomeni simili di azzeramento
parziale o completo della «memoria»
genetica di una cellula sono noti nel
caso della crescita neoplastica, quan-
do una cellula perde quelle che sono
le proprie caratteristiche differenziati-
ve e, non riconoscendo piu alcun se-
gnale di inibizione, continua a prolife-
rare con caratteristiche simili a quelle
delle cellule dei primi stadi embriona-
li. La cellula uovo é straordinaria nel-
le sue capacita di riprogrammare il
DNA del nucleo della cellula somati-

ca che é stata introdotta al suo inter-
no. Essa e chiaramente in grado di
guidare il DNA della cellula somati-
ca verso un destino differenziativo
che & quello caratteristico dello svi-
luppo embrionale.

La scoperta che anche nei mammi-
feri la differenziazione cellulare non é
un processo terminale, ma puo essere
modificato, apre enormi possibilita
sia nell’ambito della ricerca di base
sia in quella biomedica e farmacologi-
ca. Quando avremo capito nei detta-
gli come sia possibile riprogramma-
re I'informazione genetica di una cel-
lula somatica (e questo richiedera an-
cora molti anni di ricerca), disporre-
mo di quelle conoscenze e di quegli
strumenti concettuali che ci permette-
ranno di ripercorrere, passo per pas-
s0, gli eventi che portano alle trasfor-
mazioni tumorali e di individuare i
meccanismi molecolari che li presie-
dono e li guidano. Potrebbe quindi di-
ventare possibile un intervento tera-
peutico in grado di riprogrammare le
cellule tumorali e farle «rientrare» nel
sentiero differenziativo che avevano
ormai perso.

La tecnica del trasferimento nuclea-
re sviluppata dal gruppo di Yanagi-
machi offre ai biologi I’opportunita di
impiegare un laboratorio di biologia
cellulare e molecolare gia confeziona-
to dalla natura, I’oocita - o meglio il
citoplasma dell’oocita - per svelare in
termini di cinetica dello sviluppo que-
gli aspetti, e sono molti, ancora oscu-
ri dell’interazione nucleo-citoplasma
che presiedono alle espressioni del ge-
noma nel vivente.
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