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TESTO DELLA DESCRIZIONE

CAMPO DELL'INVENZIONE

La presente invenzione riguarda un nuovo animale
transgenico come modello di Sclerosi Laterale Amiotrofica

(SLA) .

SFONDO TECNOLOGICO

La sclerosi laterale amiotrofica (SLA) e
caratterizzata da una degenerazione selettiva e progressiva
dei motoneuroni superiori e inferiori, con conseguente
debolezza muscolare, atrofia, e che si evolve fino alla
completa paralisi. L'impatto della malattia sulla gualita
della vita dei pazienti & devastante e la morte avviene in
2 - 5 anni. La SLA pud insorgere in due forme: familiare
(F-SLA) e sporadica (S-SLA). La F-SLA rappresenta il 5-10%
dei casi di SLA ed & correlata ad alcune mutazioni

genetiche, il piu delle volte ereditabili in modo



dominante. Quasi il 20% delle forme F-SLA sono legate a piu
di 100 mutazioni nel gene della Cu/Zn superossido dismutasi
(SOD1), ognuna delle guali mostra un modello ereditario di
tipo dominante.

Un tratto caratteristico della F-SLA, legato a SOD1
mutato, e 1l'anormale accumulo di wubiquitina - proteina
immunoreattiva mal ripiegata nel citoplasma dei motoneuroni
degeneranti. E' stato ipotizzato che il mal ripiegamento e
l'aggregazione della ©proteina ©possa contribuire alla
patogenesi della malattia, sebbene un ruolo causativo
rimanga controverso ed i1 meccanismi di patogenesi alla base
della SLA rimangano sostanzialmente sconosciuti.

La ricerca sulla SLA si basa principalmente su modelli
animali sperimentali come ratti e topi transgenici sovra-
esprimenti il SOD1 umano mutante. Oltre ai modelli murini,
una varieta di specie animali come lo “zebrafish”, il
Caenorhabditis elegans e la Drosophila melanogaster & gia
stata 1impiegata per chiarire i meccanismi patogenetici
della SLA, anche se la loro distanza filogenetica dalla
specie umana ne impedisce 1’impiego nella ricerca clinica.

I ratti, invece, certamente rappresentano
un'alternativa interessante per mimare le malattie
neurodegenerative poiché la loro dimensione maggiore
consente alcune ©procedure gsperimentali che non sono
facilmente effettuabili in altre specie animali da
laboratorio. La mancanza di strumenti efficaci per la loro
manipolazione genetica ha perd drasticamente limitato 1'uso
del ratto come modello per malattie umane (Bugos et al.,
2009).

Sino ad oggi & stato prodotto un gran numero di
modelli murini portatori di una certa varieta di mutazioni

a carico del gene SOD1. Attualmente, il modello animale piu



utilizzato & un topo transgenico portatore di  una
sostituzione glicina / alanina al codone 93 (G93A) del gene
SOD1. Questi topi riproducono fedelmente la progressione
del fenotipo dei pazienti SLA, sviluppando una rapida
progressione della degenerazione a carico dei motoneuroni,
caratterizzata da debolezza muscolare degli arti che si
evolve in paralisi e morte prematura gquattro mesi dopo
l'insorgenza dei sintomi (Turner e Talbot, 2008),
intervallo temporale troppo breve confrontato con la durata
della vita del topo rispetto all'insorgere della malattia
negli esseri umani . Questi modelli animali hanno
sicuramente facilitato le indagini sulla vulnerabilita
selettiva <con la gquale 1 motoneuroni sono colpiti,
tuttavia, recentemente, sono stati sollevati dubbi circa
l'idoneita dei roditori nel riprodurre fedelmente la
patologia umana (Schnabel, 2008; Scott et al, 2008). I
risultati incoraggianti che sono stati ottenuti dalle prove
farmacologiche condotte sui roditori, infatti, non sono mai
stati tradotti in un reale beneficio per gli esseri umani
(Benatar, 2007; Van de Bosch, 2011) e anzi, in alcuni casi,
molecole in grado di ritardare la progressione della
malattia nei topi transgenici, come la minociclina, hanno
portato addirittura ad un effetto aggravante la patologia
nei pazienti affetti da SLA (Gordon et al., 2007).
Poiché 1l'essere umano e 1 roditori si differenziano per
dimensioni, durata della vita, fisiologia, anatomia e
biochimica, 1l'estrapolazione dei dati risulta difficile.
Nella letteratura brevettuale & stata individuata la
domanda di brevetto internazionale WO-A-2007/124751,
riguardante un maiale transgenico che mostra un fenotipo
associabile alla SLA. Tale maiale transgenico & stato

realizzato mediante una tecnica conosciuta con 11 nome di



“Sperm Mediated Gene Transfer” (SMGT). Tale tecnica non &
tuttavia efficiente. Infatti, tale tecnica consente
l'integrazione del transgene nella cellula ospite, ma non
garantisce la sua espressione in quanto il transgene &
riarrangiato impedendo, quindi, l'espressione proteica. Gli
animali ottenuti con la tecnica SMGT spesso sono “mosaici”,
cioé, 1’integrazione e avviene in tempi differenti dopo la
fecondazione e, quindi, non tutte le cellule sono
transgeniche. Inoltre i dati riguardanti 1’espressione del
gene endogeno mutato (proteina del gene suino SOD1 mutato)
nei tessuti dei suini transgenici sono mancanti.

Sulla base dei precedenti svantaggi, dovrebbe essere
creato un modello animale piu omologo 1in un animale
evolutivamente piu vicino alla specie umana al fine di

fornire uno strumento migliore nello studio della malattia.

SCOPO E SOMMARIO DELL'INVENZIONE

Scopo della presente invenzione & fornire un nuovo
modello animale per la SLA che potrebbe essere usato in
studi c¢linici per 1'identificazione di terapie per la
specie umana. In accordo con 1l'invenzione, 11 precedente
scopo €& raggiunto grazie alle composizioni specificate
nelle rivendicazioni che seguono, che s’intendono essere
parte integrante della presente descrizione.

In una forma di attuazione dell’invenzione la presente
descrizione fornisce un suino transgenico idoneo @ a
sviluppare 1la Sclerosi Laterale Amiotrofica, in cui il
suino €& transgenico poiché esprime un gene esogeno,
preferibilmente in cellule neuronali, il gene esogeno
essendo un gene umano SOD1 recante una mutazione. Il gene
umano SOD1 & preferibilmente mutato in corrispondenza del

codone 93, con la conversione di una glicina in alanina.



In un’ulteriore forma di attuazione il suino
transgenico €& stato ottenuto mediante 1) trasfezione in
vitro di cellule somatiche, preferibilmente fibroblasti,
con il gene esogeno e ii) tecnica di trasferimento nucleare
di cellule somatiche (SCNT), che permette 1l'espressione del
gene esogeno in tutte le cellule dell'animale,
preferibilmente quelle neuronali, rappresentando cosili piu
fedelmente la patologia umana.

Una forma di attuazione preferita della presente
descrizione descrive la generazione di suinetti transgenici
vivi di razza Yucatan che esprimono la proteina mutata
codificata dal gene hSOD1-G93A e quindi adatti a sviluppare
i sintomi della SLA.

In un’ulteriore forma di attuazione, la ©presente
descrizione riguarda un procedimento per la generazione di
un suino transgenico adatto a sviluppare la Sclerosi
Laterale Amiotrofica, in cui 1l suino €& transgenico per
1’ espressione di un gene esogeno preferibilmente in cellule
neuronali, 1l gene esogeno essendo un gene umano SODI
recante una mutazione (dove il gene umano SOD1 &
preferibilmente mutato in corrispondenza del codone 93, con
la conversione di una glicina in alanina).

I1 procedimento comprende le seguenti operazioni:

a. fornire un vettore codificante il gene esogeno;

b. fornire fibroblasti di suino adulto;

c. effettuare la nucleofezione del wvettore nei
fibroblasti, ottenendo fibroblasti transgenici;

d. fornire almeno un oocita suino enucleato mediante
rimozione dei cromosomi metafasici da un oocita intatto;

e. mettere in contatto almenoc un oocita enucleato con
almeno un fibroblasto transgenico;

f. fondere almeno un oocita enucleato con almeno un



fibroblasto transgenico ottenendo un embrione;

g. coltivare 1l'embrione;

h. impiantare almeno un embrione coltivato,
preferibilmente 70, piu preferibilmente 120, nell’utero di
una scrofa;

i. parto naturale o cesareo di almeno un suinetto
transgenico al termine della gravidanza della scrofa.

In ulteriori forme di attuazione, i suini transgenici
gui descritti possono essere utilizzati per lo screening di
composti farmaceuticamente attivi nel trattamento della SLA

umana e/0 come modello per lo studio della SLA umana.

BREVE DESCRIZIONE DEI DISEGNI

L'invenzione sara ora descritta, soltanto a titolo di
esempio, con riferimento alle figure dei disegni allegati,
in cui:

- FIG. 1: rappresentazione grafica della struttura di
PMG5'3'MARPuro5171-hSOD1G93A.

- FIG. 2: sequenza completa del vettore
PMG5'3'MARPuro5171-hSOD1G93A.

- FIG. 3: ICC sui cloni di PAF (fibroblasti di maiale
adulto) trasfettati con 1l vettore pMG5'3'MARPuro5171-
hSOD1G93A.

[a] Cellule endoteliali della vena ombelicale umana (HUVEC)

usate come controllo positivo, con punteggio = 2 del
livello di espressione del transgene; [b] PAF di tipo
normale utilizzati come controllo negativo (punteggio = 0),

[c] clone PAF 1D2 con punteggio = 1, [d] clone PAF 1A1 con
punteggio = 3; [e] clone PAF 2B2 con punteggio = 4 e [f]
clone 2A1 con punteggio = 6. DAPI e il filtro usato per
evidenziare la colorazione nucleare Hoechst per

identificare il nucleo delle cellule. FITCH permette la



rilevazione del fluoroforo <coniugato con 1’anticorpo
secondario anti-coniglio e quindi l'espressione del
transgene.

- FIG. 4: ICC sui PAF ottenuti dalle biopsie
auricolari dei 5 maiali transgenici vivi. L'immagine mostra
il segnale FITCH ottenuto con la colorazione dell’anticorpo
Millipore 07-403. L’espressione di hSOD1-G93A e stata
rilevata in tutti gli animali analizzati.

[A] e [B] mostrano la colorazione nei PAF di tipo normale e
nelle cellule HUVEC, usati rispettivamente come controllo
negativo e positivo.

[C] I1 suino 168 e caratterizzato da una moderata
colorazione citoplasmatica e perinucleare.

[D] I1 suino 173 mostra un’intensa marcatura citoplasmatica
assieme ad un anello perinucleare, evidente in alcune
cellule.

[E] e [F] mostrano una marcatura nucleare con debole
colorazione citoplasmatica rilevata rispettivamente nei
suini 204 e 205. [G] Il suino 174 mostra una debole
colorazione citoplasmatica. Anelli perinucleari e debole
colorazione dei nuclei possono essere inoltre osservati in
alcune cellule. [H] mostra un’ intensa marcatura
citoplasmatica rilevata nelle cellule del suinetto nato
morto 169.

- FIG. 5: WB sul midollo spinale dei suinetti nati
morti. La corsia [A] visualizza 1 risultati ottenuti con
Genetex GTX 100659 alla diluizione 1:800, mentre la corsia
[B] mostra quelli ottenuti, sugli stessi campioni, con
Millipore 07-403 alla diluizione 1:1000. Il campione 162
corrisponde al midollo spinale omogeneizzato da un suino
non transgenico, utilizzato come controllo negativo.

Nella <corsia [C] & possibile apprezzare wun'analisi WB



condotta con Millipore 07-403 alla diluizione 1:1000 su
midollo spinale di altri suinetti e su midollo spinale
omogeneizzato da topo hSOD1-G93A, wusato come controllo
positivo. In tutti i campioni provenienti dai suinetti
hSOD1-G93A & possibile apprezzare due linee, corrispondenti
alle due isoforme della SODl: la proteina endogena suina
che presenta un peso molecolare inferiore (16 KDa) e quella
transgenica umana, con peso molecolare piu alto (20 kDa).

- FIG. 6: Genetex GTX 100659 IHC su campioni di
suinetti FFPE. Nella figura A & possibile apprezzare la
colorazione di hSOD1-G93A nell'ileo con gruppi di cellule
positive accanto alla muscolaris mucosa. Le figure B e C
mostrano lo gschema di deposizione a livello dell 'area
Hypothalamica lateralis. Nella stessa area (figura D), e
anche possibile apprezzare cellule isolate mostranti la
colorazione di hSOD1-G93A. La figura E illustra un fascio
di cellule positive lungo il tratto ottico. La figura F
mostra lo schema di deposizione nel midollo spinale: &

possibile apprezzare aggregati granulari lungo le fibre.

DESCRIZIONE DETTAGLIATA DELL'INVENZIONE

La presente invenzione fornisce un modello animale,
che consiste in una linea genetica di suini portatrice del
gene umano SOD1 recante la mutazione G93A, responsabile
dell’insorgenza della SLA che e utile nello studio di tale
patologia e per lo sviluppo di nuovi marcatori diagnostici
e di nuovi approcci terapeutici per la specie umana.

Suini transgenici S0ono stati prodotti mediante
differenti tecniche quali la microiniezione pronucleare, il
trasferimento genico mediato da sperma e da vettore
lentivirale.

Tuttavia, queste tecniche presentano alcuni aspetti



svantaggiosi. La microiniezione pronucleare ¢&, infatti,
altamente inefficiente (Clark e Whitelaw, 2003), il
trasferimento genico mediato da sperma sembra promettente
per via della sua semplicita, ma e negativamente
influenzato da grande variabilita e ©produce animali
transgenici con un’espressione del transgene non uniforme
(Lavitrano et al, 2002; WO-A-2007/124751) e sebbene 11
trasferimento lentivirale di +transgeni offra un metodo
efficiente ©per la generazione di suini  transgenici
(Whitelaw et al., 2004.), 1l’uso di lentivirus (HIV-1; EIAV)
pone molte preoccupazioni di sicurezza ed etiche, per via
della sua capacita dimostrata di attivare oncogeni cosi
come della possibilita di riacquisire le loro
caratteristiche patogene.

Pertanto, la presente invenzione ha utilizzato una
tecnica differente rispetto alle tecniche precedenti
utilizzate per generare modelli animali ALS: la
transfezione 1in vitro di cellule somatiche coltivate
combinata con il trasferimento nucleare in cellule
somatiche (SCNT).

Gli dinventori hanno costruito un vettore capace di
promuovere nelle specie suine, preferibilmente maiali, piu
preferibilmente nei cosiddetti mini-pig, l'espressione
della proteina mutata SODl1, in modo analogo a gquanto
avviene in un paziente affetto da SLA.

Per raggiungere quest’obiettivo gli inventori sono
riusciti ad ottenere una espressione stabile e
riproducibile a lungo termine del gene esogeno (hSOD1-G93A)
in animali vivi.

Gli dinventori, infatti, 1in uno studio precedente -
utilizzando un vettore differente (recante la neomicina

come marcatore per la selezione dell’espressione del gene



mutato) - hanno riscontrato che solo 11 22% dei cloni
positivi ha mostrato un'espressione del transgene elevata
ed uniforme 25 giorni dopo la transfezione, mentre 1
restanti cloni positivi hanno mostrato un'espressione
variegata o effetti di silenziamento del transgene.

Nella presente invenzione, utilizzando la puromicina
come marcatore per la selezione dell’espressione del gene
mutato, gli inventori hanno risolto questo problema. In
particolare, grazie alla capacita del farmaco (puromicina)
di selezionare in modo piu efficace e in minor tempo i
cloni transgenici dopo quattro giorni dalla transfezione,
gli inventori sono stati in grado di selezionare, durante
la coltura in vitro, cloni cellulari transgenici dotati di
un adeguato livello di espressione della proteina.

La trasformazione genetica degli animali provoca, in
genere, una grande e casuale variabilita nell’espressione
del transgene tra diversi individui transgenici. Questa
variabilita e stata attribuita all’“effetto di
posizionamento” cioé la presenza di diversi siti di
integrazione e del numero di copie del transgene.

Poiché l'integrazione del DNA esogeno sembra
verificarsi casualmente nel genoma dell’animale ospite, &
stato ipotizzato che alcuni transgeni fossero integrati in
regioni trascrizionalmente inattive, mentre altri in
regioni relativamente attive dal punto di vista
trascrizionale (Park et al., 2002).

Per risolvere 1 problemi legati all’integrazione
casuale del transgene nel genoma suino, gli inventori hanno
deciso di introdurre nei loro costrutti pCAGGS un elemento
(noto come b5'MAR) che si trova a monte del gene del
lisozima di pollo e che comprende una regione di circa 3 kb

(Phi-Van e Stratling, 1996).
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La combinazione della cassetta di selezione recante la
puromicina, con uno screening accurato dei cloni cellulari
secondo le caratteristiche desiderate in combinazione con
la tecnica SCNT si e rivelata di successo e gli inventori
sono riusciti a produrre un gran numero di suinetti, di cui
cinque sono vivi ed hanno raggiunto 1l’eta adulta. Tutti i
suini generati in questo modo esprimono la proteina
transgenica umana hSOD1-G93A.

I vettori che sono stati utilizzati per produrre i
suinetti transgenici hSOD1-G93A si sono rivelati molto
efficaci nell’ottenere un’espressione ubigquitaria nelle
cellule somatiche e nei tessuti degli animali generati
mediante SCNT.

Gli inventori hanno deciso di utilizzare negli
esperimenti di SCNT un pool di cellule donatrici dotate di
diversi 1livelli d’espressione del transgene 1in modo da
minimizzare il rischio di utilizzare cloni cellulari non in
grado di generare animali vitali. Infatti, poiché questo e
il primo modello suino hSOD1-G93A prodotto finora, non sono
disponibili dati circa la tossicita legata al livello di
espressione del transgene sia nelle prime fasi dello
sviluppo embrionale del suino che dopo il trasferimento
degli embrioni nell’utero delle scrofe usate come madri.

Dato che sono state impiegate negli esperimenti di
SCNT cellule donatrici di nucleo dotate di diversi livelli
di espressione del transgene, 1 suinetti clonati presentano
un’ espressione del transgene altrettanto variabile, a
seconda della particolare cellula da cui sono stati
ottenuti.

Tuttavia, al fine di standardizzare il modello suino
hS0OD1-G93A, i suini transgenici possono essere ri-clonati

con un secondo esperimento di SCNT a partire dalle cellule
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crioconservate dopo la nascita, dall’animale con le
caratteristiche piu desiderabili; oppure possono egssere
accoppiati con una scrofa per ottenere la generazione F1,
che secondo le leggi di Mendel, sara al 50% portatrice
della malattia.

La proteina SOD1 e un enzima con funzione
antiossidante, responsabile della riduzione dei 1livelli
dello ione superossido (02-), un radicale libero tossico
prodotto durante 1l metabolismo ossidativo cellulare. Lo
ione superossido & in grado di alterare proteine, membrane
e DNA. Proprio 1l coinvolgimento di una proteina mutata
nella patogenesi porta ad includere la SLA nella famiglia
delle proteinopatie. Studi condotti su roditori transgenici
sono stati finalizzati alla comprensione dei meccanismi
attraverso i1 quali il gene SOD]1 mutato porta all'insorgenza
della SLA. Questi studi hanno escluso, come causa della
degenerazione dei neuroni motori, la perdita dell’attivita
dismutasica ©propria dell’enzima e hanno permesso di
evidenziare la formazione, nei tessuti colpiti, di
aggregati di proteine ubiquitinate contenenti, tra le
altre, la S0ODl1 mutata: si presume che queste inclusioni
proteiche giochino un ruolo nell’interruzione di alcune
funzioni cellulari e nel danneggiamento dei mitocondri, dei
proteasomi, dei meccanismi di ripiegamento proteico o di
altre proteine.

A differenza dei modelli murini che mostrano un
elevatissimo 1livello di espressione del transgene e un
decorso rapido della malattia (Bendotti e Carri, 2004), il
presente modello suino possiede un livello di espressione
della proteina mutata paragonabile a quello dei pazienti
umani, dove la mutazione di un singolo allele risulta in

un’acquisizione di funzione tossica.
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I suinetti che esprimono hSOD1-G93A esprimono gia alla
nascita la proteina mutata e potrebbero mostrare una
degenerazione completa dei neuroni motori superiori ed
inferiori, con conseguente debolezza muscolare, atrofia che
si evolve alla paralisi completa, con tempi e modalita
simili a quelle che si verificano nei pazienti affetti da
SLA. Da un lato questo potrebbe tradursi in una fase pre-
clinica piu lunga, con conseguente aumento dei costi di
mantenimento degli animali, ma d’altra parte guesto modello
suino hSOD1-G93A fornisce una preziosa occasione per
individuare marcatori ©precoci, essendo piu fedele nel
mimare la patologia umana, dal momento che la SLA & una
patologia che tipicamente insorge in eta adulta.

Attualmente, un modello animale in grado di
ricapitolare tutti gli aspetti fondamentali della SLA non &
ancora stato prodotto.

Tuttavia, siccome stanno emergendo crescenti
difficolta nel tradurre le informazioni raccolte dai
modelli murini in trials terapeutici per i pazienti
affetti, vi e 1’urgente necessita di un modello
sperimentale intermedio. Gli inventori ritengono che il
modello suino possa fornire qguesto ponte fondamentale tra
le conoscenze acquisite dai modelli murini e la necessita

di curare la malattia.

Materiali e Metodi

Sperimentazione animale

Tutte le procedure che coinvolgono gli animali e la
loro cura sono condotte in conformita alle normative
nazionali e internazionali vigenti (Direttiva del Consiglio

CEE 86/609, 0JL358, 1, 12 dicembre 1987; Decreto
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Legislativo 116/92, Gazzetta Ufficiale della Repubblica
Italiana 10, 18 febbraio 1992; e Guida per la cura e 1l'uso
degli animali da laboratorio, US National Research Council,
1996) e dopo l'approvazione del Comitato Etico locale di
LTR-Avantea. I fibroblasti (PAF) sono stati ottenuti dalla
biopsia auricolare di un suino adulto di sesso maschile di
razza Yucatan Black, proveniente da un allevamento
italiano. In seguito 1 PAF sono stati utilizzati in

procedure di clonazione volte ad ottenere maiali normali.

Costruzione del vettore

Gli inventori hanno precedentemente sviluppato un
vettore ubiquitario per 1’espressione della GFP, guidata
dal promotore ibrido pCAGGS (enhancer CMV-IE + promotore
della beta actina di pollo) (Niwa et al., 1991) che &
caratterizzato dal mantenere un elevato livello di
espressione nella generazione di suini F1 (Brunetti et al.,
2008) .

I1 Vettore di Destinazione pMGOrfA5'3'MARpurob5l171 é
stato creato inserendo il “Multisite Gateway system
Conversion cassette (OrfA)” (Invitrogen) nel vettore di
espressione ubiquitario. Il vettore risultante ha il
promotore pCAGGS inserito tra due elementi isolatori (57
MAR del gene del lisozima di pollo) (McKnight et al., 1992)
che servono a prevenire vari effetti di silenziamento
(posizionale o legato al numero di copie). La struttura é
stata inoltre provvista di una cassetta di selezione SV40-
Puro floxata, poi amovibile mediante Cre ricombinasi,
necessaria a selezionare i1 cloni transfettati.

I1 frammento BamHI/XhoI del cDNA della hSODIG93A &
stato ottenuto mediante restrizione del plasmide

PcDNA3.0hSOD1-G93A ed & stato inserito nel vettore
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PENTRL1L20ligoSacISall, ottenendo pENTRLIL2-hSOD1-G93A.

Il frammento SalIl-BamHI & stato rimosso dal costrutto
e 11 risultante vettore pENTRLIL2-hSOD1-G93AdelSB e stato
utilizzato, dopo sequenziamento, in una reazione di scambio
LR con il vettore di destinazione pMGOrfAL'3'MARpurob5171.
Questa reazione di scambio, mediata dalla Clonasi LR, ¢
stato utilizzato per trasformare cellule chimicamente
competenti di E.coli (One Shot Machl-Invitrogen). Il
vettore risultante pMG5'3'MARPurob5171-hSODIG93A (Figure 1 e
2 - SEQ ID No.: 1) e stato purificato mediante il Plasmid
Mini Kit (Qiagen, Hilden, Germania), analizzato mediante
enzimi di restrizione, confermato mediante sequenziamento
(Figura 2) e infine linearizzato mediante Apall
(Fermentas). Dopo purificazione con fenolo-cloroformio il

vettore & stato precipitato e risospeso in tampone TE.

Preparazione e coltura delle linee cellulari

Colture primarie di fibroblasti suini (Ypig adult
fibroblast” PAF) sono ottenute da Dbiopsia auricolare
condotta su un esemplare di maschio adulto. I campioni
bioptici sono stati tagliati in piccoli pezzi con un
bisturi e sono stati distribuiti in piastre rivestite di
gelatina contenenti 1,5 ml di terreno DMEM/TCM199 al 20% in
siero bovino fetale (FBS). Il terreno di coltura & stato
cambiato ogni 3 giorni.

Le <cellule sono state lasciate crescere fino a
raggiungere il 50% di confluenza. Successivamente i pezzi
di tessuto sono stati rimossi e le cellule sono state sub-
coltivate fino a confluenza in DMEM/TCM199 col 10% di FBS e
di fattori di crescita FBS (bFGF). Le <condizioni di
crescita erano costituite da una temperatura di 38° C e da

un'atmosfera modificata composta al 90% Ny, il 5% di 0, ed
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il 5% di COs;.

Le colture con crescita esgsponenziale sSono state
crioconservate in DMEM/TCM199 col 20% di FBS e col 10% di
DMSO e conservate in azoto ligquido. Queste cellule sono

state usate durante i seguenti esperimenti.

Transfezione del vettore hSOD1-G93A nei fibroblasti adulti

Il giorno prima della transfezione, i PAF al passaggio
3 sono tripsinizzati, contati e piastrati in piastre da 60
mm in modo da ottenere circa 1x106 cellule al 80% di
confluenza in 24 ore. Il giorno della transfezione, le
cellule sono tripsinizzate, contate e risospese in 100 ul
di soluzione di nucleoinfezione (Basic Kit Nucleofector,
Prim fibroblasti. Amaxa, Cologne, Germania), miscelate con
5 ug di vettore pMG53MARPurob5171-hSOD1-G93A linearizzato. I
PAF ed il vettore linearizzato sono stati gquindi trasferiti
nella cuvette di nucleofezione e transfettati mediante
programma V-24 (Nucleofector Amaxa).

Dopo 1la nucleofezione, le cellule sono piastrate in
Petri da 60 mm contenenti terreno di coltura fresco. Dopo
24 ore e stato aggiunto il farmaco (puromicina: 1 ug/ml)
per selezionare le colonie. Dopo 4 giorni, 1le colonie
resistenti alla puromicina sono isolate utilizzando piastre
per clonazione con diametro di 5 mm e trasferite in piastre
da 24 mm. Le cellule sono poil espanse in DMEM/TCM199 al 10%
di FBS con 5 ng/mL di bFGF ad una temperatura di 38,5°C e
in atmosfera umidificata contenente il 5% di CO; e il 5% di
O,. Un'aliquota e stata crioconservata come descritto in
precedenza per essere in seguito usata nel trasferimento
nucleare mentre le cellule rimanenti sono state espanse per

effettuare le analisi di espressione.
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Immunocitochimica (ICC)

Le cellule (PAF transgenici hSOD1-G93A e 1le colture
primarie ottenute dalle biopsie auricolari dei suinetti
transgenici) sono state fissate in PFA (paraformaldeide) al
4% e quindi conservate 1in tampone fosfato (PB) fino
all'analisi.

Per rilevare l'espressione della proteina SOD1l umana
mediante immunocitochimica (ICC) gli inventori hanno
utilizzato un anticorpo policlonale di coniglio (07-403
Millipore, alla concentrazione di 1:200), diretto contro
1’intera lunghezza della SOD]l normale piu una metionina N-
terminale.

Dopo il Dblocco dei siti di legame aspecifici (con

siero di capra al 10%) e condotta 1’incubazione con
l’'anticorpo primario (2h a RT). Dopo 3 lavaggi (PB con 0,2%

di BSA e 0,05% di saponina, ciascuno di 3 minuti) & stata

eseguita 1’ incubazione con un anticorpo secondario
coniugato FITCH (1lh a RT). I nuclei sono stati contro-
colorati con Hoechst (15', RT). Dopo due lavaggi i vetrini

sono stati infine montati con Mounting Medium (Citifluor).
Sono state usate cellule HUVEC e PAF normali
rispettivamente come controllo positivo e negativo. La
fluorescenza e stata rilevata esponendo i fibroblasti ad
una luce epifluorescente montata su un microscopio
invertito (Nikon TE-DH100W) dotato di un filtro FITC (per
il verde) e DAPI (per 1 nuclei) e con un sistema digitale
per l’acguisizione di immagini (Nikon DIGITAL SIGHT DS-L1).
Una valutazione soggettiva del livello di espressione del
transgene & stata basata sul confronto dell'intensita della
fluorescenza rilevabile nei «c¢loni PAF con quella dei
controlli. Al controllo negativo & stato assegnato un

punteggio = 0 e al controllo positivo un punteggio = 2,
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com’e mostrato nella Figura 3. Va sottolineato il fatto che
i punteggi rappresentano una valutazione soggettiva
dell’intensita di fluorescenza rilevata, pertanto i valori
presentati in questo studio non sono misurati

oggettivamente, né in senso assoluto.

Preparazione delle cellule donatrici di nucleo e SCNT

In base all’uniformita e all'intensita del loro
livello di espressione sono stati selezionati, come
donatori di nucleo, 1 seguenti cloni di PAF transgenici
hSOD1-G93A: 1Al1, 1A2, 1B1, 1C2, 1D1, 1D2, 1E2, 2A2, 2A6,
2B2, 2C1 e 2C3.

Il giorno prima del trasferimento nucleare, le cellule
donatrici di nucleo in coltura sono portate nello stato di
quiescenza mediante riduzione della concentrazione di siero
(0,5% FBS); 30 minuti prima del trasferimento nucleare, le
cellule sono state preparate mediante tripsinizzazione,
lavate e risospese in SOF (Tervit et al., 1972) contenente
25 mM HEPES (H-SOF). Ovaie con corpo luteo sono state
raccolte al macello e trasportate in laboratorio alla
temperatura di 31-33°C. Gli oociti sono stati aspirati da
follicoli con diametro superiore ai 3 mm, lavati e
trasferiti in terreno di maturazione.

DMEM-F12 addizionato con 10% (v/v) di siero fetale
bovino (FBS), 110 ug/ml di sodio piruvato, 75 ug/ml di
acido ascorbico, 100 mng/ml di glutammina, 5 ug/ml di
mioinositolo, 0,4 mM di cistina, 0,6 mM di cisteammina, ITS
ligquid media supplement (insulina, trasferrina, selenite,
Sigma, 1 uL/mL), gonadotropine (0,05 IU/ml FSH, 0,05 IU/ml
LH; Pergovet 75, Serono), 100 ng/ml IGF1 (analogo

ricombinante del fattore di crescita insulinico 1I), 50
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ng/ml di EGF (analogo ricombinante del fattore di crescita
epidermico), e 5 ng/ml di bFGF (ricombinante umano) €& stato
usato come terreno di maturazione.

Gli oociti sSono stati coltivati a 38,5°C in
un’atmosfera modificata al 5% di COy. Dopo 42 ore di
maturazione gli oociti sono privati del cumulo ooforo
mediante Vortex 1in presenza di ialuronidasi in H-SOF,
gquindi sono nuovamente trasferiti in medium di maturazione.
Sono stati selezionati solo gli oociti con globulo polare
estruso. Gli embrioni NT sono stati ricostruiti seguendo il
metodo zona-free (Lagutina et al., 2005, 2006; Oback et
al., 2003). La zona pellucida degli oociti con globulo
polare estruso & stata digerita con 0,5% di pronasi in PBS.
Gli oociti sono stati lavati in H-SOF al 10% di FBS e
trasferiti in un terreno di maturazione. Tutte le
manipolazioni seguenti sono state condotte in H-SOF al 10%
di FCS. Prima di procedere all’enucleazione, gli oociti
privati della =zona pellucida sono stati esposti per 5
minuti all’azione della <citocalasina B (5 mng/ml) e
dell’Hoechst (5 upg/ml). I cromosomi in metafase sono stati
rimossi mediante una pipetta per enuclaezione smussata
durante un’esposizione molto breve ai raggi UV.

Dopo enucleazione, 1 citoplasti zona-free sono stati
lavati singolarmente per alcuni secondi in PBS addizionato
con 300 pg/ml di fitoemoagglutinina P in PBS e rapidamente
lasciati cadere su una singola cellula donatrice (Vajta et
al., 2003) precipitata sul fondo di wuna microgoccia di
sospensione diluita di cellule donatrici.

Da quarantasei a guarantotto ore dopo 1l’inizio della
maturazione, le coppie di cellule che si sono formate sono
state lavate in una soluzione di Mannitolo 0,3 M (priva di

ca', 100 uM di Mg'"), fuse mediante un doppio impulso DC di
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1,2 kV/cm applicato per 30 usec e rimesse nel terreno di
maturazione. 2 ore dopo (48-50 ore di maturazione), gli
embrioni NT sono stati attivati mediante doppi impulsi DC
di 1,2 kV/cm applicati per 30 upsec in una soluzione di
Mannitolo 0,3 M contenente 1mM di Ca'' (Cheong et al.,
2002) e 100 di uM di Mg. Dopo l'attivazione, gli embrioni
sono stati mantenuti in coltura con terreno di maturazione
con 5 pg/ml di citocalasina B per 4 ore.

Gli embrioni NT sono stati coltivati in SOF integrato
con amminoacidi essenziali e non essenziali e con 4 mg/mL
di BSA (SOFaa) secondo una modifica al sistema Well-of-the-
Well (WOW) (Vajta et al., 2000). Durante il periodo di
coltura degli embrioni meta del terreno e sostituito con

SOFaa fresco al terzo (D+3) e al gquinto (D+5) giorno.

Sincronizzazione delle scrofe, trasferimento chirurgico

degli embrioni, diagnosi di gravidanza e parto

L’estro & stato sincronizzato alimentando ciascuna
scrofa per 15 giorni con 12 mg di altrenogest (Regumate,
Intervet, Peschiera Borromeo, Italia), con un'iniezione di
0,15 mg di PgF2a (Dalmazin, Fatro, Ozzano Emilia, Italia)
al 15° giorno di trattamento con regumate e un’iniezione di
1000 UI di hCG (Chorulon, Intervet) 96 ore dopo l’'ultima
somministrazione altrenogest.

Gli embrioni SCNT sono stati trapiantati nell’utero
delle scrofe al 5° giorno (D+5) di sviluppo. Il trapianto
degli embrioni e stato eseguito 4 giorni dopo l'ovulazione
mediante laparotomia medio-ventrale e la gravidanza € stata
esaminata al 29°, 36°, 50°, e 62° giorno di gestazione
mediante ecografia. Il parto cesareo & effettuato al 114°

giorno di gestazione.

20



Banche di tessuti

Una biopsia auricolare & stata eseguita su tutti i
suinetti, al fine di ottenere colture cellulari primarie di
fibroblasti (PAF) che sSono state successivamente
criopreservate per costituire wuna banca cellulare da
conservare 1in azoto liquido. Da animali nati morti o
sottoposti a eutanasia sono stati prelevati cervello,
midollo spinale, nervi periferici, muscoli e organi. I
campioni di tessuto sono stati fissati in formalina ed
inclusi in paraffina (FFPE) oppure fissati in
paraformaldeide.

Dopo 24 ore, 1 campioni in paraformaldeide sono lavati
2 volte in PBS ed esposti a concentrazioni crescenti di
saccarosio al fine di ottenere la criopreservazione.
Infine, questi campioni sono conservati per 30 minuti in
una soluzione 1:1 di saccarosio al 30% e OCT, infine
inclusi in OCT e congelati in isopentano a -80°C.

Inoltre una parte di ogni tessuto & congelata

istantaneamente in isopentano a -80°C.

Western Blot (WB)

Le cellule (i PAF transgenici hSOD1-G93A e le colture
primarie ottenute dalle biopsie auricolari dei suinetti
transgenici nati) sono lisate utilizzando Laemmli buffer 1X
contenente B-mercaptoetanolo (5%) e bollite per 10 minuti.
Le proteine totali sono quantificate con fluorimetro Qubit
(Invitrogen) wusando il kit di quantificazione QuantIT
Protein (Invitrogen).

I tessuti ottenuti da suinetti nati morti sono

omogeneizzati (1:5 mg/ml) in tampone di 1lisi (50 mM Tris

HC1 pH8, 150 mM NaCl, 5 mM EGTA pH8, 1,5mM MgClz, 10%
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glicerolo anidro, 1% Triton, 100ug/ml (= 0,57 mM) PMSF). La
quantificazione delle proteine & eseguita con il BCA
Protein Assay Kit (Pierce).

Tredici pg di ciascun campione sono caricati su un gel
Glicine-SDS-PAGE (4-12%) e separati elettroforeticamente
per 45 minuti a 200V utilizzando la camera MiniproteanII
(Biorad). Il blot su membrana Immuno-Blot PVDF (Biorad) e
stato ottenuto con un voltaggio di 100V per 1h utilizzando
il MiniproteanII electroblotter (Biorad) secondo il
protocollo del produttore. Successivamente le membrane PVDFE
sono trattate seguendo le istruzioni del Lumi-LightPLUS
Western Blotting Kit Mouse/Rabbit (Roche). La rivelazione
della proteina transgenica ¢é condotta con 1’7anticorpo
policlonale 07-403 (1:1000 Millipore) oppure con
17anticorpo policlonale GTX 100659 (1:800 Genetex),
specificamente diretto contro una regione della proteina
hSOD1 compresa fra gli ammincacidi 75 e 138, <che e
differente nelle isoforme umana e suina. L’espressione
della fP-actina di suino e rilevata <con 17anticorpo
monoclonale ab6276 (1:5000 Abcam). Le membrane trattate

sono infine esposte, sviluppate e fissate.

Immunoistochimica (IHC)

Tutti 1 tessuti FFPE sono analizzati in IHC. Dopo 1lo
smascheramento antigenico (95°C a bagnomaria per 20
minuti), le sezioni sono trattate con perossido di idrogeno
al 3% in metanolo per 10 minuti, per Dbloccare le
perossidasi endogene. Le sezioni sono quindi incubate in
siero normale di capra per 20 minuti e poi con 1l’anticorpo
primario (GTX 100659; 1:250 in PRS) per tutta la notte a
4°C.

Successivamente, le sezioni sono lavate 3 volte in PBS
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e incubate con 1l’anticorpo secondario (1:200) per 1 ora.
Dopo ulteriori 3 lavaggi in PBS, le sezioni sono incubate
con i1l complesso avidina/biotina per 30 minuti. La DAB ¢
stata usata come rivelatore. Le sezioni sono contro-
colorate con ematossilina.

La rivelazione di complessi proteici positivi per la
presenza di ubiquitina e condotta, con analogo protocollo
senza 1o smascheramento, con un anticorpo policlonale di

coniglio (Dako Z0458, 1:100).

Risultati

Transfezione dei wvettori hSOD1-G93A nei fibroblasti e

relative analisi.

Gli esperimenti di transfezione condotti con il
vettore pMG5'3"'MARPuro-hsSOD1-G93A hanno portato
all'isolamento di 26 cloni PAF, che sono stati analizzati
mediante WB e ICC. Tutti i cloni, elencati in Tabella 1,
hanno mostrato diversi livelli di espressione del
transgene, a cuil & stato assegnato uno punteggio. Quattro
cloni hanno mostrato un 1livello di espressione del
transgene inferiore a quello assegnato al controllo
positivo (punteggio= 2), +tre <cloni hanno un punteggio
d’espressione pari a quello del controllo. I rimanenti 19
cloni hanno manifestato un livello d’espressione piu alto

(con punteggio da 3 a 6).

Tabella 1

Clone Punteggio
1A1
1A2
124
125
1B1
1B3
1B6
1C1

— oY [ [ O oy [
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Clone Punteggio
1C2
1C6
1D1
1D2
1D5
1D6
1E1
1E2
2A1
2A2
2103
274
2125
206
2B2
2C1
2C2
2C3

I (OT (O [ o S (2 [OT O[O [ [OY [OT [ (2 [OT [ N

Trasferimento nucleare di cellule somatiche (SCNT)

Sono stati condotti sei esperimenti SCNT. Nel primo e
nel secondo esperimento & stato utilizzato come donatore di
nucleo un pool costituito dai cloni (1Al, 1C2, 1D2 e 1E2).
Nel terzo e nel quarto esperimento & stato impiegato un
pool composto dai cloni 1B1, 1D1, 2Cl e 2B2, mentre un pool
composto dai cloni 1A2, 2A2, 2A6 e 2C & stato impiegato nel
gquinto e nel sesto esperimento. Tutti gli esperimenti di
SCNT condotti sono elencati nella Tabella 2 dove vengono
riportati 1 wvalori ©percentuali degli embrioni wvitali
ottenuti (che variano dal 35,38% al 50,50%). La tabella 2
contiene le seguenti informazioni: la colonna “ID cloni”
riporta i1 nomi dei cloni PAF hS3S0OD1-G93A che compongono il
pool usato come donatore di nucleo. Nella colonna “N° SCNT”
¢ annotato il numero relativo all’esperimento di SCNT.
Nella colonna “punt medio” sono indicati i 1livelli medi
dell’espressione del transgene dei pool di cloni PAF usati
per il SCNT. "N" ¢ il numero di coppie citoplasti/PAF che
si sono formate dopo 1la fusione. "C1"™ & 1l numero di

embrioni segmentati, il cui valore viene confrontato con 1la
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percentuale totale di embrioni ricostruiti. "Mc/Bl" indica
il numero di morule compatte e blastocisti al sesto giorno
di coltura in wvitro. "Tot embrio" indica il numero di
embrioni wvitali e il relativo valore percentuale ottenuto
dal confronto con il numero di oociti manipolati
inizialmente. ™“Suinetti” indica 1l'esito della gravidanza,

con 11 numero di sulnetti vitalli e nati morti.

Tabella 2

TOT Sui :

N° punt Mc/Bl uinetti

X N Ccl % embr vitali/

ID cloni SCNT | medio D6

io nati morti

Al,E2,C2,D2 1 2 195 | 181 94,66 | 8 mc, 61 bl 69 35,38 No gravid

AL,E2,C2,D2 2 2 204 | 185 92,82 | 11 mc, 63 bl | 74 36,27 No gravid
Bl, 2B2, 2C1,DL 3 3 200 | 172 86,00 | 21 mc, 54 bl | 75 37,50 6/4
B1, 282, 2CL,DL 1 3 209 | 151 72,25 | 31 mc, 47 bl 78 37,32 5/2
TAZ, 206,202, 2C3| 5 B 205 | 179 87,32 96 bl 96 46,83 3/1
TAZ, 206, 2A2, 2C3 6 B 202 | 178 88,12 102 bl 102 50,50 277

Sviluppo di embrioni derivati da SCNT di fibroblasti hSOD1-
G93A.

Il trasferimento di 494 embrioni in sei scrofe
riceventi ha dato origine a quattro gravidanze. Le 4 scrofe
gravide hanno ricevuto 75, 78, 96, 109 embrioni ottenuti
rispettivamente dal terzo, quarto, quinto e sesto
esperimento di SCNT. Le gravidanze sono state portate a
termine e sono nati rispettivamente 10, 7, 4 e 9 suinetti
con un’efficienza media relativa allo sviluppo delle
blastocisti del 8,78%. Tra 1 suinetti prodotti 16 sono
vitali e 12 sono nati morti. Cingue maialini sono
sopravvissuti, grazie ad uno svezzamento artificiale, e si
sono sviluppati normalmente. I restanti 11 suinetti sono
morti entro 48-96 ore dalla nascita a causa di eventi

comunemente riportati negli allevamenti commerciali (alcuni
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maialini non sono riusciti ad alimentarsi artificialmente,

altri hanno sviluppato diarrea, polmonite, ecc).

Rilevazione dell’espressione della proteina hSOD1-G93A nei

suinetti vitali e nei tessuti di quelli nati morti

I fibroblasti ottenuti dalle biopsie auricolari dei
suinetti wvitali e di quelli nati morti, sono analizzati
mediante ICC con cui € stata evidenziata un’espressione del
transgene paragonabile a quella dei PAF usati come donatori
di nucleo (Figura 4).

Inoltre, sono condotte analisi mediante IHC e WB sui
tessuti prelevati dai suinetti nati morti. Campioni di
midollo spinale sono omogeneizzati ed analizzati mediante
WB. La presenza della proteina transgenica & stata messa in
evidenza utilizzando due anticorpi (07-403 Millipore e GTX
100659 Genetex). In figura 5 & possibile apprezzare due
linee, corrispondenti alle due isoforme della proteina
SOD1l: quella endogena suina, contraddistinta da un peso
molecolare inferiore (16 KDa) e quella transgenica umana
con peso molecolare piu alto (20 KDa).

L’ immunoistochimica (Figura 6) & stata eseguita su
sezioni coronariche di tutti 1 campioni FFPE. L'analisi
condotta con 1l’anticorpo GTX 100659 ha permesso di rivelare
aggregati granulari della proteina transgenica nei neuriti
e nel pericario a livello encefalico (dalla zona
ipotalamica laterale al terzo ventricolo), nel midollo
spinale (soprattutto a livello toracico), nei nervi
periferici (plesso brachiale e nervo sciatico) e nel
Sistema Nervoso Enterico.

Le stesse aree cerebrali hanno anche mostrato
immunoreattivita per 1’'ubigquitina, caratterizzata da

aggregati intracitoplasmatici.
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Naturalmente, fermo restando che il principio
dell’invenzione rimane lo stesso, 1 particolari della
costruzione e le forme di attuazione dell’invenzione
potranno ampiamente variare rispetto a quanto & stato
descritto ed illustrato a titolo di esempio, senza per

questo uscire dall'ambito della presente invenzione.
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RIVENDICAZIONI

1. Suino transgenico idoneo a sviluppare la Sclerosi
Laterale Amiotrofica, essendo transgenico per 1l’espressione
di un gene esogeno 1in tutte le cellule, preferibilmente
nelle cellule neuronali, in cui 1l gene esogeno & un gene

umano SOD1 recante una mutazione.

2. Suino transgenico secondo la rivendicazione 1, in

cui il suino transgenico sovra-esprime il gene esogeno.

3. Suino transgenico secondo la rivendicazione 1 o la
rivendicazione 2, in cui il gene umano SOD1 & mutato al
codone 93, in cui & eseguita una conversione di una glicina

in un'alanina.

4. Suino transgenico secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni precedenti, in cui il suino transgenico reca

il gene esogeno in un singolo allele.

5. Suino transgenico secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni ©precedenti, in cui 1l suino transgenico
esprime il gene esogeno in forma di aggregati granulari
mutanti di SODl1 nel cervello, nel midollo spinale, nei

nervi periferici e nel sistema nervoso enterico.

6. Suino transgenico secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni ©precedenti, in cui 1l suino transgenico
esprime aggregati intracitoplasmatici di wubigquitina nel

cervello.

7. Suino transgenico secondo una qualsiasi delle
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rivendicazioni precedenti, in cui il suino transgenico € un

maiale, preferibilmente un mini-pig.

8. Suino transgenico secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni precedenti, in cui il suino transgenico &
ottenuto mediante 1) transfezione in wvitro di cellule
somatiche, preferibilmente fibroblasti, con il gene esogeno
e ii) tecnica di trasferimento nucleare di cellule

somatiche.

9. Procedimento per generare un suino transgenico
secondo una qualsiasi delle rivendicazioni precedenti,
comprendente le seguenti operazioni:

a. fornire un vettore codificante il gene esogeno;

b. fornire fibroblasti di suino adulto;

C. eseguire la nucleofezione del vettore nei
fibroblasti, ottenendo fibroblasti transgenici;

d. fornire almeno un oocita suino enucleato mediante
rimozione dei cromosomi metafasici da un oocita intatto;

e. mettere in contatto almeno un oocita enucleato con
almeno un fibroblasto transgenico;

f. fondere almeno un oocita enucleato con almeno un
fibroblasto transgenico ottenendo un embrione;

g. coltivare 1l'embrione;

h. impiantare almeno un embrione coltivato,
preferibilmente 70, piu preferibilmente 120, nell’utero di
una scrofa;

i. parto naturale o cesareo di almeno un suinetto

transgenico al termine della gravidanza della scrofa.

10. Procedimento secondo la rivendicazione 9, in cui

prima della fase e. viene allestito un pool composto da piu
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di due fibroblasti transgenici, e la fase e. viene
effettuata facendo entrare 1in contatto almeno un oocita
enucleato con il pool di piu di due fibroblasti

transgenici.

11. Procedimento secondo 1la rivendicazione 9 o la
rivendicazione 10, in cui dopo la fase c¢. & eseguita
17analisi di espressione del vettore nei fibroblasti
transgenici per selezionare fibroblasti transgenici aventi
un'espressione intensa ed uniforme del wvettore, ed in cui
la fase e. & eseguita utilizzando i1 fibroblasti transgenici

selezionati.

12. Procedimento secondo una qualsiasi delle
rivendicazioni 9 a 11, in cui 1l wvettore codificante il
gene esogeno reca come marcatore di selezione la

puromicina.

13. Uso del suino transgenico secondo una qualsiasi
delle rivendicazioni 1 a 8 per 1lo screening di composti

farmaceuticamente attivi nel trattamento della SLA.

14. Uso del suino transgenico secondo una qualsiasi

delle rivendicazioni 1 a 8 come modello per lo studio della

SLA.
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CLAIMS

1. Transgenic swine suitable to develop Amyotrophic
Lateral Sclerosis, being transgenic for expressing an
exogenous gene in all cells, preferably in neuronal cells,
wherein the exogenous gene is a human S0ODl1 gene carrying a

mutation.

2. Transgenic swine according to claim 1, wherein

the transgenic swine over-expresses the exogenous gene.

3. Transgenic swine according to claim 1 or claim 2,
wherein the human SODl1 gene 1is mutated at 93°® codon,

wherein a glycine to alanine conversion is performed.

4. Transgenic swine according to any one of the
preceding claims, wherein the transgenic swine carries the

exogenous gene in a single allele.

5. Transgenic swine according to any one of the
preceding claims, wherein the transgenic swine express the
exogenous gene in form of granular mutant SODl1 aggregates
in brain, spinal cord, ©peripheral nerves and enteric

nervous system.

6. Transgenic swine according to any one of the
preceding claims, wherein the transgenic swine express

ubiquitine intracytoplasmatic aggregates in brain.

7. Transgenic swine according to any one of the
preceding claims, wherein the transgenic swine is a pig,

preferably a mini-pig.
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8. Transgenic swine according to any one of the
preceding claims, wherein the transgenic swine is obtained
by means of i) in vitro transfection of somatic cells,
preferably fibroblasts, with the exogenous gene and ii)

somatic cell nuclear transfer technique.

9. A process for generating a transgenic swine

according to any one of the previous claims comprising the

steps of:
a. providing a vector encoding the exogenous gene;
b. providing adult swine fibroblasts;
c. nucleofecting the vector into the fibroblasts,

obtaining transgenic fibroblasts;

d. providing at least one enucleated swine oocyte by
means of metaphase chromosomes removal from an intact
oocyte;

e. contacting the at least one enucleated oocyte
with at least one transgenic fibroblast;

f. fusing the at least one enucleated ococyte with at
least one transgenic fibroblast obtaining an embryo;

g. cultivating the embryo;

h. implanting at least one cultivated embryo,
preferably 70, more preferably 120, to a sow uterus;

i. natural birth or cesarean section delivering of
at least one newborn transgenic swine at the end of sow

pregnancy.

10. Process according to claim 10, wherein before
step e. a pooling of more than two transgenic fibroblasts
is carried out, and step e. 1is carried out by contacting

the at least one enucleated oocyte with the pool of more
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than two transgenic fibroblasts.

11. Process according to <c¢laim 10 or «claim 11,
wherein after step c¢. analysis of vector expression in
transgenic fibroblasts is carried out for selecting
transgenic fibroblasts having uniform and intensive
expression of the wvector, and wherein step e. 1is carried

out using the selected transgenic fibroblasts.

12. Process according to any one of claims 10 to 12,
wherein the wvector encoding the exogenous gene is carrying

the selectable marker Puromycin.
13. Use of the transgenic swine according to any of
claims 1 to 9 for screening compounds pharmaceutically

active 1in the treatment of ALS.

14. Use of the transgenic swine according to any of

claims 1 to 9 as a model for the study of ALS.
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Sequenza pMG5’ 3'MARPuro5171-hSOD1GI3A: 12882 paia di basi
ttgtacaaag tggtgatate ctegagtgat ctttttecct ctgecaaaaa ttatggggac atcatgaage cccttgagea tetgacttet ggetaataaa guaaatttat ttteattgea atagtgtgtt ggaatttttt gtgtctctea

cteggaagua catatgggag ggcaaatcat ttaaaacatc agaatgagta tttggtttag agtttggeaa catatgecat atgetggetg ccatgaacaa aggtggetat aaagaggtca tcagtatatg aaacagecce ctgetgteca

ttecttatte catagaaaag ccttgacttq aggttagatt ttttttatat tttgttttgt gttatttttt tetttaacat cectaaaatt ttecttacat gttttactag ccagattttt cetectetec tgactactee cagteatage
tgtecctett ctettatgaa gatecctega cotgeageee gggggateca taatataact gtaccaggtt ttggtttatt acatgtgact gacggettee tatgegtget cagaaaacgg cagttgggea ctgcactgee cggtgatggt
gccaoggtgg ctectgeege cttetttgat atteactctg ttgtatttea tetettgtty cogatgaaag gatataacag tctetgagga aatacttggt atttettetg atcagegttt ttataagtaa tgttgaatat tggataagge
tatgtgtect ttgtettggy agacaaagee cacageaggt gatggttgag togtggeage tcagtgacag gagaggtttt tttgectgtt ttttttgttg tttttttttt ttaagtaagg tgttettttt tettagtaaa atttctactg
tatgtgtect ttgtettggy agacaaagee cacageaggt gatggttgag togtggeage tcagtgacag gagaggtttt tttgectgtt ttttttgttg tttttttttt ttaagtaagg tgttcettttt tettagtaaa atttctactg
tttttattta tagtgtgget tgaaagettg gatagetgtt gttacatgag ataccttatt agtttaggee agettgatge tttatttttt ttectttgaa gtagtgageg ttetetggtt tttttecttt gaaactgoeg aggettagat
ttttctaatg ggatttttta cctgatgate tagttgeata cccaaatget tgtaaatgtt ttectagtta acatgttgat aactteggat ttacatgttg tatatacttg tcatctgtgt ttctagtaaa aatatatgge atttatagaa
atacgtaatt cctgatttce tttttttttt atetctatge tetgtgtgta caggtcaaac agacttcact cctattttta tttatagaat tttatatgea gtetgtogtt gottettgtg ttgtaaggat acagecttaa atttectaga
gogatgetea gtaaggeggg ttgtcacatg ggttcaaatg taaaacggge acgtttgetg ctgecttece agatecagga cactaaactg cttetgeaac tgaggtataa atogetteag ateccaggaa gtgtagatee acgtgeatat
tcttaaagaa gaatgaatac tttctaaaat atgttggeat aggaageaag ctgeatggat ttatttggga cttasattat tttggtaacg gagtgeatag gttttasaca cagttgeage atgetaacga gtcacageat ttatgeagaa
gtgatgectg ttgeagetgt ttacggeact geettgeagt gageattgea gataguggtg gagtgettta tgtogtgttg ggacacgetg ccacacagee accteeagaa catatctcac ctgetgggta ctttteaaac catcttagea
gtagtagatg agttactatg aaacagagaa gttecteagt tggatattct catgggatgt cttttttece atgttgggea aagtatgata aageatctet atttgtaaat tatgcacttg ttagttectg aatcetttet atageaccac
ttattgeage aggtgtagge tetggtgtay cotgtatctg tgettcaate ttttaagett ctttggaaat acaccgactt gattgaagte tettgaagat agtaaacagt acttaccttt gatcccaatg aaatcgagea ttteagttgt
aaaagaattc ogectattea taccatgtaa tgtaatttta cacccecagt getgacactt toguaatatat tcaagtaata gactttggee tcaccetett gtgtactgta ttttgtaata gaaaatattt tasactgtge atatgattat
tacattatga aagagacatt ctgctgatct tcaaatgtaa gaaaatgagg agtgogtgtg cttttataaa tacaagtgat tgeaaattag tgcaggtgtc cttaaaasaa aaasaaagta atataaaaag gaccaggtgt tttacaagtg
aaatacattc ctatttggaa aacagttaca tttttatgaa gattaccage gettgetgac tttetasaca taaggctgta ttgtcttect gtaccattge atttectcat teccaatttg cacaaggatg tetgggtaaa ctattcaaga
aatggctttg aaatacagea tgggagettyg tetgagttqy aatgeagagt tgcactgeaa aatgtcagga aatggatgte tctcagaatg cccaactcca aaggatttat atgtgtatat agtaageagt ttectgatte cageaggeca
aagagtetge tgaatgttge gttgeoggag acctgtattt cteaacaagg taagatggta tectageaac tgeggatttt aatacatttt cageagaagt acttagttaa tctctacctt tagggatogt tteatcattt ttagatgtta
tacttgaaat actgeataac ttttagettt catgggttce ttttttteag cetttaggag actgttaage aatttgetgt ccaacttttg tgttggtett aaactgeaat agtagtttac cttgtattga agaaataaag accattttta
tattaaaaaa tacttttgte tgtctteatt ttgacttgte tgatatectt geagtgetca ttatgtcagt tetgtcagat attcacacat caaaacttaa ogtgagetca gtggagttac agetgeggtt ttgatgetgt tattatttet
gaaactagaa atgatgttgt ctteatctqge tcatcaaaca ctteatgeag cagtttaagy ctagtgagaa atgeatacat ttattgatac ttttttasag tcaacttttt atcagatttt tttttcattt ggaaatatat tgttttctag
ageggeegee acegeggtqg agetccaget tttgttecct ttagtgaggg ttaattgege gettggegta atcatggtea tagetgttte ctgtgtgaaa ttgttatcoy cteacaatte cacacaacat acgagecgua agcataaagt
gtaaagectg gggtgectaa tgagtgaget aactcacatt aattgegttg cgetcactge cogettteca gtegggaaac ctgtegtgee agetgeatta atgaatogge caacgegegy ggagaggcegg tttgegtatt gggogetett
cagettecte getcactgac tegetgeget aggtogtteg getgeggega goggtatcag cteactcaaa ggegutaata cggttateca cagaatcagg ggataacgea ggaaagaaca tgtgageaaa aggccageaa aaggecagga
accgtaaaaa ggeogegttyg ctggegtttt tecatagget cegececect gacgageate acaaaaatog acgetcaagt cagaggtgge gaaaccogac aggactataa agataccagg cgttteccee tggaagetee ctegtgoget
ctectgttee gacectgeeg cttacoggat acctgteege cttteteect togggaageg tggegettte teatagetea cgetgtaggt atetcagtte ggtgtaggte gttegeteca agetgggetg tgtgeacgaa ceeccegtte
agecogaceqg ctgagectta teeggtaact ategtettga gtecaaceeg gtaagacacg acttategee actggcagea gecactggta acaggattag cagagegagg tatgtaggog gtgetacaga gttettgaag tggtggecta
actaoggeta cactagaagg acagtatttyg gtatctgoge tetgetgaag ceagttacet toggaaaaag agttggtage tettgateeg geaaacaaac caccgetggt agegatggtt tttttgtttg caageageag attacgogea
gaaaaaaagq atctcaagaa gatectttga tettttetac ggggtetgac getcagtgga acgaaaacte acgttaaggg attttggtca tgagattate aaaaaggatc ttcacctaga tecttttaaa ttaaaaatga agttttaaat
caatctaaag tatatatgag taaacttggt ctgacagtta ccaatgetta atcagtgagg cacctatcete agegatctgt ctatttogtt catccatagt tgectgacte ccogtogtgt agataactac gatacgggag ggcttaccat
ctggecccag tgctgeaatg atacegegag acccacgete accggeteca gatttatcag caataaacca gecageegga agggecgage geagaagtqg tectgeaact ttatecgect ccatccagte tattaattgt tgeogggaag
ctagagtaag tagttegeca gttaatagtt tgegeaacgt tgttgecatt getacaggea togtggtate acgetegteg tttggtatgg ctteatteag cteeggttee caacgatcaa ggegagttac atgatcecce atgttgtgea
aaaaageggt tageteette ggtectecga tegttatcag aagtaagttg geegeagtgt tatcactcat ggttatggea geactgeata attetettac tgtcatgeca teogtaagat gettttetgt gactggtgag tactcaacca

agteattetg agaatagtgt atgeggegac ogagttgete ttgeceggeg teaatacggg ataataceqe gecacatage agaactttaa aagtgetcat cattguaaaa ogttettegy ggogaaaact ctcaaggate ttaccgetgt

Figura 2
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tgagatccag ttegatgtaa cceactegtg cacccaactg atetteagea tettttactt tcaccagegt ttetgggtga geaaaaacag gaaggeaaaa tgeogcaaaa aagggaataa gggegacacq gaaatgttga atactcatac
tettectttt teaatattaa cgettacaat ttecattoge catteagget gogeaactgt taggaaggae gatogatgeg ggectetteg ctattacgee agetggogaa agggggatgt getgeaagge gattaagtty ggtaacgeca
gagttttece agtcacgacg ttgtaaaacy acggecagtg agegegogta atacgactca ctatagggog aattgggtac cataactteg tatagtacac attatacgaa gttatgtega tegacggtat cgataagett gatatcgaat
tattgttgtt aacttgttta ttgeagetta taatguttac aaataaagca atagcatcac aaatttcaca aataaageat tttttteact geattctagt tgtggtttagt ccasactcat caatgtatet tatcatgtet ggatctogeg
cgecaggety tggaatgtgt gtcagttagy gtgtggaaag tecccagget coccageagg cagaagtatg caaageatge atctceaatta gtcageaace agatgtggaa agteeccagg ctecccagea ggeagaagta tgcaaageat
gcatctcaat tagtcageaa ccatagtece geeectaact cegeceatee cgeecctaac teegeecagt teegeeeatt ctecgeecca tggetgacta atttttttta tttatgeaga ggecgaggee geeteggeet ctgagetatt
ccagaagtag tgaggaguet tttttggagy cogtoggecg ccacgacegyg tgeegecace atecectgac ccacgecect gaccectcac aaggagacga ccttecatga cegagtacaa geecacggtg cgectegeca ceegegacga
cgteeccogg gecgtacgea cectegeege agegttegee gactaceetqg caacacgeca tacagtggac cctgaccegee acategageq ggtcaccgag ctgeaagaac tettecteac gegegteggg ctegacateg geaagatgtg
gategeggac gacggegecg cggtggegat ctggaccacy ceggagageg togaageggy gacggtatte gecgagatog geccgegeat ggeegagtty ageggtteee guetggecge geageaacag atggaaggee tectggogee
gcacoggeee aaggageccg cgtggttect ggecacegte ggegtetege cogaccacca gggeaaggat ctgggcageg cegtegtget ceceggagty gaggeggecg agagegeegy ggtgecegee ttectggaga ceteegogee
cageaaccte cecttetacg agoggetegy ctteaccegte accgecgacy togagtgeee gaaggacege gegacetggt geatgacceq caageecggt gectgacgee cgecccacga coageagege cogaccgaaa ggagegeacy
accecatgge tecgacogaa goeacceggy geggeceoge cgacceagea ceegeceecyg aggeccacey actetagage tegetgatea gectegactg tgecttteta gttgecagee atctgttatt tgecectece cegtgectte
cttgaccetyg gaaggtgeca cteccactgt cotttectaa taaaatgagg aaattgcate geattgtetg agtaggtgte attetattet gggoggtggg gtagggeagy acageaaggy ggaggattyy gaagacaata geaggeatge
tagggatgeg gtgggcteta tggettetga ggeggaaaga accagetggg getegagate cactagttct agtataactt cgtatagtac acattatacg aagttatgeg geogetctag aagtactcte gagaagettt ttgaattett
togatceata atataactgt accaggtttt ggtttattac atgtgactga cggettecta tgegtgetca gaasacggea gttgggeact geactgeceg gtgatggtge cacgatgget cetgeageet tetttgatat teactetgtt
gtatttcate tettgttgee gatgaaagga tataacagte tctgaggaaa tacttggtat ttcttcetgat cagegttttt ataagtaatg ttgaatattg gataaggetg tgtgtecttt gtcttgggag acaaagecca cageagatgg
tagttgggtg gtggeagete agtgacagga gaggtttttt tgectgtttt ttttgttgtt tttttttttt aagtaaggtg ttetttttte ttagtaaaat ttctactgga ctgtatgttt tgacaggtca gasacattte ttcasaagaa
gaaccttttg gaaactgtac ageectttte ttteattece tttttgettt ctgtgecaat gectttggtt ctgattgeat tatggaaaac gttgatogga acttgaggtt tttatttata gtgtggettg aaagettgua tagetgttgt
tacatgagat accttattaa gtttaggeca gottgatget ttattttttt tectttgaag tagtgagegt tetctggttt ttttectttg aaactggoga gocttagatt tttetaatgg gattttttac ctgatgatcet agttgeatac

ccaaatgett gtaaatgttt tectagttaa catgttgata actteggatt tacatgttgt atatacttgt catcetgtgtt tctagtasaa atatatggea tttatagaaa tacgtaattce ctgatttect ttttttttta tctctatget

ctgtgtgtac aggtcaaaca gacttcacte ctatttttat ttatagaatt ttatatgeag tctgtogttyg gttettatgt tgtaaggata cagecttaaa tttectagag ogatgeteag taaggoggat tgtcacatgg gttcaaatgt
aaaaogggea ogtttgcetge tgecttecca gatccaggac actaaactge ttetgeaact gaggtataaa tegetteaga teccaggaag tgtagatcca ogtgeatatt cttaaagaag aatgaatact ttctaaaata tgttggcata
ggaagcaage tgcatggatt tatttgggac ttaaattatt ttggtaacqg agtgcatagg ttttaaacac agttgcagea tgctaacgag tcacageatt tatgeagaag tgatgectgt tgeagetgtt tacggeactg cettgeagtg
ageattgeag ataggagtqg gatgetttat gtegtattgy gacacgetge cacacageca cctecogaac atatcteace tgetgugtac ttttcaaace atcttageag tagtagatga gttactatga aacagagaag ttecteagtt
goatattcte atgggatgte ttttttecca tgttgggeaa agtatgataa ageatcteta tttgtaaatt atgeacttgt tagttectga atcettteta tageaccact tattgeagea ggtgtaggcet ctggtgtgge ctgtgtctgt
gcttcaatet tttaagette tttggaaata caccgacttg attgaagtct cttgaagata gtaaacagta cttacctttg atcccaatga aatcgageat tteagttgta aaagaattee gectattcat accatgtaat gtaattttac
acceccagtyg ctgacacttt ggaatatatt caagtaatag actttggect cacectettg tgtactgtat tttgtaatag aaaatatttt aaactgtgea tatgattatt acattatgaa agagacatte tgetgatctt caaatgtaag
aaaatgagga gtgogtgtge ttttataaat acaagtgatt gcaaattagt geaggtgtce ttaaaaaaaa aaaaaagtaa tataaaaaqg accaggtgtt ttacaagtga aatacattce tatttggaaa acagttacat ttttatgaag
attaccageg cttgetgact ttctaaacat aaggctgtat tgtcttectg taccattgea tttectcatt cccaatttge acaaggatgt ctgggtasac tattcaagaa atggctttga aatacagcat gggagettgt ctgagttgga
atgeagagtt geactgeaaa atgtcaggaa atggatgtet cteagaatge ccaactccaa aggatttata tgtgtatata gtaageagtt tectgattee ageaggecaa agagtetget gaatgttgeg ttgeeggaga cetgtattte
tcaacaaggt aagatggtat cctageaact geggatttta atacatttte agcagaagta cttagttaat ctetaccttt agggatogtt tcatcatttt tagatgttat acttgaaata ctgeataact tttagettte atgggttect
tttttteage ctttaggaga ctgttaagea atttgetgte caacttttgt gttggtetta aactgeaata gtagtttace ttgtattgaa gasataaaga ccatttttat attaaaaaat acttttgtet gtetteattt tgacttgtet
gatatcettg cagtgcteat tatgtcagtt ctgtcagata tteacacate aaaacttaac gtgagetcag tggagttaca getgoggttt tgatgetgtt attatttctg asactagaaa tgatgttgte tteatctget catcaaacac
tteatgeage agtttaagge tagtgagaaa tgcatacatt tattgatact tttttaaagt caacttttta tcagattttt ttttcatttg gasatatatt gttttctaga gtogacattg attattgact agttattaat agtaatcaat
tacggggtea ttagtteata geecatatat ggagtteoge gttacataac ttacggtaaa tggecogect ggetgacoge ccaacgaccee cogeccattg acgtcaataa tgacgtatgt teccatagta acgecaatag ggacttteea

ttgaogteaa tgggtggact atttacggta aactgeccac ttggeagtac atcaagtgta tcatatgeca agtacgecee ctattgaogt caatgaoggt aaatggecey cetggeatta tgeccagtac atgaccttat gggactttec

Figura 2/cont.
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tacttggeag tacatctacg tattagtcat ogetattace atgggtogag gtgageccca cgttetgett cactetecce ateteccece cetecceace cecaattttg tatttattta ttttttaatt attttgtgea gegatgaggg
999999999 9UIGICICIC JeCagICIy 9egugIcIgy gegagIguey gageauauey aggeggagag gtgeggeque agecaateag ageggegoge tecgaasgtt tecttttaty gegaggegge ggeggegyey geoctataaa
aagegaageqg 0geggcgggc gagagteget gegttgectt cgeccegtge ceegetecge geegeetege geageeegee ceggetetga ctgacegegt tacteccaca gutgagogag cgggacggec cttetectee gggetgtaat
tagegettgg tttaatgacg getegtttet tttetgtgge tgegtgaaag cettaaaggg cteegggagy geectttatg cggggaggag cagctegagy gatgeatgeg tatgtatgty catgaggage geegegtaeg gecogegety
ceeggegget gtgagegety egggegegge gogggacttt gtgogeteeq cgtgtgageq aggggagege gueaygyaue ggtgeecege gatgeygagy guctgedagy ggaacaaagy Ctgegtyeqy gotgtatacy togaggauty
ageagggout gtgguegegy cggtaggyct gtaaccecee cetgeaccee coteecegag ttgetgagea cggecogyet togggtgegg gyetecgtge ggagogtage gogaggetay ceghgeegyy cgggauatay cggcagatay
gagtgeeggy 09999cgggy cegectegay coggagagyy cteggaggag gagcaeggey gececguage geeggegact gtegaggege ggegageoge agecattgee ttttatggta atogtgegag agggegeagg gacttecttt
gtcecaaate tggoggagee gaaatetgay aggegeegee geacceecte tagegggege gagegaaged gtgaggegee ggcaggaaqy aaatgggogy ggagggcctt cgtgegtege cgogeageeg teecettete catcetecage
cteggggety cogeagaagg acgactgect teggggagga cgaggeaggy cggagttegy cttetggegt gtgacoggog getetagage ctetgetaac catgtteatg cottettett tttectacag ctectgggea acgtgetggt
tattgtgetg tetcatcatt ttggcasaga attgcaattg gatatcacaa gtttgtacaa aaaagcagge tagetcacte attaggeace cgtegagate ctgeagtect cggaaccagg accteggegt ggectagoga gttatggega
cgaaggcagt gtgogtactyg aagugogacy geccagtgea gggeatcate aatttegage agaaggaaag taatggacca gtgaaggtgt ggggaageat taaaggactq actgaaggee tgeatguatt ccatgttcat gagtttggag
ataatacage aggctgtace agtgeaggte cteactttaa tectetatee agaaaacacy gtgggecaaa ggatgaagag aggeatgtty gagacttggy caatgtgact getgacaaag atgeagtgge cgatgtgtet attgaagatt
ctgtgatcte acteteagga gaccattgea teattggeeg cacactgutyg gtecatgaaa aagcagatga cttgggcaaa ggtggaaatq aagaaagtac asagacagga aacgetggaa gtogtttgge ttgtggtgta attgggatcg

cccaataaac atteecttgg atgtagtetg aggecectta acteatetgt tatectgegg cogetogaga getcaggtac cgoggeogeg togagaatte coggggettt tttatgeagg acccagettt ce

Figura 2/cont.
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DAPI FITCH

Figura 3
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Figura 6
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