
I vettori virali: 
 

come si costruiscono e 
come funzionano 





CLONAGGIO 

1.  Il clonaggio di DNA è una  tecnica 
che permette di duplicare 
frammenti di DNA 

2.  E’ necessario avere un “vettore” per 
portare il frammento di DNA di 
interesse dentro una cellula. 

3.  Con il clonaggio si può selezionare 
un frammento di DNA e 
produrne copie illimitate 

4.  E’ alla base dell’ingegneria genetica: 
•  Produzione di libreria di DNA 
•  PCR 
•  Sequenziamento del DNA 

5.  Studiare un frammento permette di 
capire un meccanismo, modificarlo, 
studiare la proteina prodotta… 









Sources	of	Biological	Evidence	
•  Blood	
•  Semen	
•  Saliva	
•  Urine	
•  Hair	
•  Teeth	
•  Bone	
•  Tissue	



Kary B. Mullis 



Thermus Aquaticus is a Gram Positive bacterium that is 
classified under a group called thermophiles. Thermophiles 
are defined as organisms that thrive and reproduce at 
temperatures that are above 45 Degrees Celsius. Specifically, 
Thermus Aquaticus optimally thrives and reproduces at 70 
degrees celsius.

Taq polymerase is a DNA polymerase 
derived from Thermus Aquaticus 



PCR amplification 



PCR cycles 



Sadava	et	al.	Biologia.blu	©	Zanichelli	editore,	2012	

L’elettroforesi	su	gel	



Gel Electrophoresis Separates DNA 
Molecules of Different Sizes 



1.  Ricerca di MUTAZIONI: Diagnosi di malattie genetiche 
monogeniche (alkaptonuria, fibrosi cistica…) 

2.  Ricerca di POLIMORFISMI: Prevedere la gravità di una 
malattia in corso o la predisposizione di una persona a 
incorrere in una malattia 

3.  Diagnosi di infezioni virali (HIV, HCV) 

4.  Test genetici (paternita’) 

5.  Medicina forense (ricerca persone scomparse, 
identificazione in caso di distrastri e tragedie, database 
di persone con precedenti penali) 

UTILIZZI DELLA PCR:  
Diagnostica e prognostica 



Clustered	Regularly	Interspaced	Short	Palindromic	Repeats	



Two strategies for genetic therapy:  
gene addition and genome editing 

Fischer. Nature (2014) 510:226. 



Two strategies for genetic therapy: addition and editing 
 

• Gene addition: 
• Feasible with existing technology; clinical trials ongoing. 
• Early trial results appear exciting. 
• Challenges: 

 1. Will enough of the added gene be made in the cells with the 
integration? Will enough of the blood stem cells have the added 
gene? 
 2. Is the benefit durable? Will the added gene continue to function 
over days, weeks, months, years, decades? 
 3. Is the added gene safe? Will its semi-random integration into the 
genome change the function of other genes in the genome? 

Fischer. Nature (2014) 510:226. 



Two strategies for genetic therapy: addition and editing 
 

• Gene editing: 
• Promise of permanent repair of the underlying disease-causing 

mutation. 
• Promise of specific beneficial change at the intended genomic site 

(e.g. β-globin gene) without impacting remainder of genome. 
• Challenges: 

 1. Technology is in a relatively early stage and needs to be further 
developed. 
 2. Can enough cells be edited to have therapeutic impact? 
 3. Will the editing be exquisitely specific, or will other regions of the 
genome aside from the target be affected? 

Fischer. Nature (2014) 510:226. 



Genome editing tools are sequence-specific nucleases 
 

van der Oost. Science (2013) 339:768. 

Genome editing tools have two features: 
 
1) Recognize specific DNA sequences (i.e. 

specific genes or non-coding elements) 

2) Cut DNA (“nuclease”), then a scar is left 
behind 



Ci	sono	varie	tecnologie	
per	fare	“gene	editing”	

	
• Zinc	finger	

• TALEN	
• Crispr-Cas9	

Gene	Editing	Market	Size	



Clustered	Regularly	Interspaced	
Short	Palindromic	Repeats	
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IN	PRATICA????		
Come	possiamo	creare	le	guide		e	vedere	

se	funzionano??	

• Si	disegnano	le	guide	
(prediction	bioinformatica)	
• Si	ordinano	gli	oligos	
• Si	clonano	in	un	plasmide	
con	il	promotore	adeguato	e	
sequenze	spacer	
• Si	trasfettano/trasducono	
insieme	a	Cas9	nelle	cellule	
bersaglio	
• Si	guarda	se	la	proteina	di	
interesse	è	rimossa/	riparata	
in	caso	di	templato	
substrato	











Long	et	al.	apply	genome	editing	to	“correct”	the	
disease-causing	mutation	in	mice	genetically	destined	
to	develop	the	disease.	This	germline	editing	strategy	
kept	muscles	from	degenerating,	even	in	mice	
harboring	only	a	small	percentage	of	corrected	cells.	
Although	not	feasible	for	humans,	this	proof	of	concept	
sets	the	stage	for	applying	genome	editing	to	specific	
cell	types	involved	in	the	disease.	



The	X-linked	genetic	bleeding	disorder	
caused	by	deficiency	of	coagulator	
factor	IX,	hemophilia	B,	is	a	disease	
ideally	suited	for	gene	therapy	with	
genome	editing	technology.		
	
These	studies	suggest	that	CRISPR/Cas-
mediated	in	situ	genome	editing	could	
be	a	feasible	therapeutic	strategy	for	
human	hereditary	diseases,	although	an	
efficient	and	clinically	relevant	delivery	
system	is	required	for	further	clinical	
studies.	

Cell	2015	

Curare	l’emofilia?	



A	far	scattare	il	cortocircuito	tra	ricerca	scientifica	ed	etica	è	stato	il	passo	compiuto	da	un	gruppo	di	
ricercatori	cinesi	che	nell'aprile	del	2015	ha	annunciato	di	aver	preso	un'ottantina	di	embrioni	umani	
(ancorché	difettosi	e	destinati	comunque	a	distruggersi)	e	di	averli	sottoposti	al	taglia	e	incolla	per	
correggere	il	gene	responsabile	della	talassemia.		
L'esperimento,	ripetuto	un	anno	dopo	per	rendere	gli	embrioni	resistenti	all'Hiv,	ha	violato	la	
moratoria	che	qualche	mese	prima	gli	stessi	ricercatori	pionieri	della	tecnica	si	erano	autoimposti.	



Where	in	the	
world	could	the	
first	CRISPR	baby	

be	born?	
A	look	at	the	legal	
landscape	suggests	

where	human	genome	
editing	might	be	used	in	

research	or	
reproduction	


