TRANSGENESIS EN ANIMALES

La transgénesis se puede definir como la
introduccion de DNA exégeno en un genoma,
de modo que se mantenga estable de forma
hereditaria afectando a todas las ceélulas del
organismo. Generalmente el DNA extrano,
llamado transgen, se introduce en los cigotos.
Los embriones que integren este ADN en su
genoma, antes de Ila primera division,
produciran un organismo que pasara el
transgen a las siguientes generaciones a través
de la linea germinal (gametos).




TRANSGENESIS EN ANIMALES
Aplicaciones

Ingenieria genética de caracteres de interés
Rapida generacion de lineas puras con
idéntica progenie (clones)

Modelos animales para la investigacion de
enfermedades en humanos

Sistemas animales como bioreactores para la
produccién de compuestos biolégicos
heterélogos (“pharming”)



ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

1. Transgénesis por microinyeccion de cigotos
Esta técnica se realiza de la siguiente forma:

 En la primera fase, se aislan un numero grande de é6vulos
fertilizados, los que se consiguen sometiendo a las hembras a
un tratamiento hormonal para provocar una mayor ovulacion.

* En la segunda fase, los cigotos obtenidos se manipulan uno
a uno y con una micropipeta a modo de aguja, se introduce
una solucion que contiene DNA.

*En la tercera fase, estos oOvulos son reimplantados en
hembras que actuaran como nodrizas permitiendo el termino
de la gestacion.



ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

2. Transgénesis por manipulacion de células embrionarias.

Esta estrategia implica la introduccion de DNA
extrano en ceélulas embrionarias totipotentes (células ES).
Estas células se toman del interior de la blastula en desarrollo
y se incuban en un medio donde las células no se diferencian,
manteniendo su estado embrionario.

El DNA extraino se introduce en las células ES
mediante diversas técnicas de transfeccién, posteriormente
las células transfectadas son reintroducidas en una blastula y
ésta reimplantada en una hembra.

Con esta técnica los neonatos son quimeras.

Cuando la integracion del transgén ocurre después de la
primera divisidn celular, el animal es quimérico, es decir sus
células tienen diferentes caracteristicas, segun tengan o no el
transgeén.



RATONES TRANSGENICOS
Aplicaciones

e Manipular la expresion génica in vivo.
e Estudiar la funcion de genes especificos.

e Estudiar a nivel molecular el desarrollo
embrionario y su regulacion.



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS

Dos aproximaciones experimentales se
han utilizado para la generacion de ratones
transgénicos:

1. Microinyeccion de DNA en embriones de una
célula para producir ratones transgénicos
conteniendo una o mas copias de un vector de
expresion insertado al azar en el genoma.

2. Recombinacion homoéloga en loci definidos
para crear knockouts (KO) o reemplazar genes.



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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El DNA purificado es inyectado directamente en el pronucleo masculino de un
cigoto, utilizando un micromanipulador acoplado a una pipeta con presiéon
negativa y otro micromanipulador acoplado a una aguja de inyeccion.




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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El pronucleo masculino es inyectado con picolitros de DNA purificado
(1ug/ml), mientras el cigoto es inmovilizado por la presiéon negativa de
la pipeta. El éxito de la inyeccion depende del tiempo de la fertilizacién
y de la precision en el proceso.




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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Los cigotos (embriones en estado de 1 célula) son obtenidos de
hembras super-ovuladoras.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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Luego de la microinyeccion, 20-30 cigotos son implantados en el oviducto de una hembra pseudo
preiada (recientemente apareada con un macho vasectomizado). Esto resulta en la generacién de 5
8 crias, 19 dias mas tarde. Los animales transgénicos son identificados mediante analisis de PCR 2
partir de DNA extraido de las colas a las tres semanas de vida. Los transgénicos son
posteriormente, verificados mediante Southern blots.




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA

+ _ _ | M2mouseisa
_x“wn:'f,‘?‘a._ﬁ — v -_g?j'g“'--x | founder animal
e N A Al Sag 3 |
M2 = D Analyze PCR
_ Backcross Gy pups products by
el agarose gel
_ electrophoresis
+ -"—-‘.-} ) [ S—— - -—'--:: I "_"'3 .................................. - M4 mouse iE

nontransgenic

Los ratones positivos para el ensayo de PCR son cruzados con
animales controles para identificar los fundadores, es decir,

aquellos que contienen el DNA integrado en su linea germinal, lo
que da lugar a un patron Mendeliano de herencia del transgen.



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA

Microinject Ly , | Identify founder mice
e fertilized . = D backcrossing
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Isolate liver, kidney and prostate RMNA from
founders and analyze by Northern blotting

Regiones promotoras que controlan la expresion tejido-especifica de un gen
pueden ser utilizadas para dirigir la expresion de un gen foraneo en tejidos
seleccionados.

Este esquema ilustra como el promotor de un gen expresado en la préstata
puede ser utilizado para generar ratones transgénicos que son modelos del




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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Analisis por Northern blot son necesarios para identificar el animal fundador.
La caracterizacién del tejido prostatico en los ratones fundadores permite
determinar el efecto de la expresiéon del transgen en la generacion de tumores
y cuan bien el modelo animal reproduce el cancer prostatico humano.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
Un ejemplo




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
Un ejemplo

El promotor para un gen expresado en las células precursoras
neuronales (neurogenina 1) controla le expresién de un gen
reportero, beta-galactosidasa.



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
Un ejemplo




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA

- Baja eficiencia de transgénesis (< 5%)

« El transgene inyectado se integra al
azar en el genoma del animal

* Niveles variables de expresion



EFICIENCIA DE LA MICROINYECCION
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

Para la generacion de ratones knockouts (KO) fue
necesario implementar dos metodologias:

1) Procedimientos para el cultivo de células
embrionarias totipotentes (ES).

2) La generacion de vectores de clonacion y de
estrategias de analisis que permitieran la identificacion
de aquellas células ES que han experimentado
recombinacion homologa con el transgen.



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
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Las células ES derivan de la masa celular interna (ICM) de blastulas de ratén y
son obtenidos del utero de la hembras al tercer dia post-fertilizaciéon. Las
células ES son cultivadas en placas conteniendo fibroblastos embrionarios

incapaces de dividirse, llamados “feeder cells”.




GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
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El DNA experimental es transfectado de manera estable en las células ES mediante
electroporacion o lipofeccion, usando vectores que contienen un marcador de

seleccion. Analisis mediante PCR o Southern blots son utilizados para identificar
sublineas clonales que contienen el DNA incorporado en su genoma.



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

Avances en la generacién de vectores de clonaciéon y en las
estrategias para la seleccion de células transfectadas han conducido a
implementar dos estrategias basicas.

1) Un proceso de insercion génica que requiere de la recombinacién
homodloga entre secuencias del vector y secuencias genémicas.

La insercion génica conduce a la interrupcion del gen y a la
incorporacion de la region codificadora del gen para neomicina.

Gene knockout
by insertion




GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

2) Una estrategia de reemplazo de genes, utilizando vectores que contienen dos
marcadores de seleccidn, lo que permite detectar dobles recombinaciones.

a) Resistencia a neomicina (neo'), permite una seleccidn positiva de
células resistentes a G418.

b) HSV-TK, permite identificar células que experimentan recombinaciones
dobles con el gen blanco por la ausencia de la actividad timidina-quinasa

HSV-TK genera muerte celular en presencia de Ganciclovir (GC). Este es
un nucleétido suicida, analogo a timidina que es fosforilado por HSV-TK pero que
no es sustrato de las timidinas kinasas de mamiferos.

Gene knockout

Select for both neo” with G418, and
y for loss of HSVIK with ganciclovir
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Formacion de células ES conteniendo una mutacion knockout
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
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Diferencias en el color del pelaje
entre el raton donador de las
células ES y el ratéon donador de
la blastula son usadas para
identificar a los animales
fundadores o [ la linea
transgénica.
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fundadores son identificados
por el color agouti del pelaje.




o Mkl il e, ey R o ]

months) ang characterize

modify construct to Mok R TR
{monthz) mutate and allow v'

double selection

electroporate

(2 days) into ES cells

select G413R

{2 weeks) gancyclavirE ES clanes

{1-52z SCreen edtensively to identify
weeks)  homologous recombinants,
PCR, Southern blots

(Z2days) culture targeted ES cell clones

inner ‘

cell mass
blastocyst @’/

inject ES cells into
CSYBL/E blastocysts
implant into uterus
of foster mother

W week 3 (pups born

e ek 5 [Chimeric offspring
identified by coat color

tail biopsies

Southern blot to confirm

Hmeweek 11 outcross male chimeras

Homologous
recombination
gene targeting
in mice

Saouthern blot to determine
eweek 16 garm line transmission

ieweek 22 breed germ-line chimeras

2 week old pups
+ 4 - -

Himeweek 27

-—— o —— —————— - ——— ———— W el ———— W————— - —




GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Ventajas

« Transfeccion eficiente en cultivo

« Seleccion positiva/negativa y enriquecimiento
de las células ES en cultivo

* Insercion dirigida en el genoma del raton

« Eliminacion del gen blanco y desarrollo de
lineas knockout



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Desventajas

La frecuencia de recombinacion homoéloga es
~10-°. Los factores que afectan esta recombinacion
son:

1) El largo de las secuencias homologas en el vector.

2) El grado de homologia entre las secuencias
genomicas contenida en el vector y las secuencias
blanco.

3) La ubicacion cromosomica del gen blanco.



Type of disorder Human disease Altered mouse gene Gene locus

metabolic

diseases Familial hypercholesterolemia Low density lipoprotein receptor Ldir
Hyperlipoproteinemia Apolipoprotein E Apoe
Tay-Sachs disease Hexokinase A HexA
Gaucher disease Glucocerebrosidase [€]F]
Gout Urate oxidase Uox

hematological

diseases a-thalassemia a-globin gene cluster Hba

neurological

diseases Huntington disease Huntington disease gene homologue Hdh
Ataxia telangiectasia Ataxia telangiectasia Atm

oncological

diseases Li-Fraumeni syndrome Protein 53 Trp53
Familial retinoblastoma Retinoblastoma-1 Rb1

Ejemplos de modelos de ratones transgénicos para el estudio de enfermedades
en humanos



LoxP Mouse Cre Mouse
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Frotein produced
thereafter

LacZ-staining on a frontal brain section of a NEX-CRE*LoxP-LacZ-indicator mouse
Frontal cerebral section of a double transgenic NEX-Cre*LacZ-indicator mouse at the age of 55 days.
LacZ staining corresponds exactely to the known expression domains of the NEX gene like
hinbocambniic and neocortexy



La Biotecnologia ha incorporado la transgénesis
animal con los fines tales como:

e Mejoramiento de caracteres productivos
e Resistencia a enfermedades

e Modelos animales de enfermedades humanas
(por ejemplo, ratones knockout)

e Animales transgénicos como biorreactores para
la sintesis de proteinas de alto valor (proteinas
terapéuticas): Las "granjas farmaceéuticas”™ o
"granjas moleculares™

e Donacion de 6rganos: Xenotransplantes



Los animales transgénicos pueden ser utilizados como
biorreactores para la produccion de proteinas recombinantes
con aplicaciones terapéuticas.

Animales transgénicos (ovejas, cabras, cerdos, vacas,
peces etc.) han sido generados durante los ultimos 15 anos
utilizando técnicas estandares de microinyeccién basadas en
los métodos inicialmente desarrollados en animales modelos
como el ratén.

Recientemente, la metodologia de transferencia
nuclear ha revolucionado este campo, a través de Ila
clonacion de animales. Esta técnica se basa en la habilidad
de inyectar o fusionar o6vulos carentes de nucleos con
nucleos diploides derivados de células somaticas en cultivo.
Estas células pueden ser transfectadas de manera estable y
proporcionar una manera de obtener cientos de animales
idénticos en una generacion.



PRODUCCION DE MAMIFEROS TRANSGENICOS EN DIFERENTES ESPECIES

Especie | Animales transgenicos Meses | Costoen $ | Proteina
producidos para estimado | producida
%, % embriones | obtenerla| decada |[en laleche
descend | inyectados y F2 animal (por
encia | transferidos transgénico | lactacion)
Raton 17,3 2,6 7,5 121 % 19
Conejo 12,8 1,5 17 1 Kg
Porcino 9,2 0,9 38 25.000 $
Ovino 8,3 0,9 52 60.000 $ 100 Kg
Bovino 3,6 0,7 100 546.000 $ | 1.000 Kg




Varias estrategias exitosas han explotado las propiedades de la leche como un recurso
renovable para la produccion de enzimas, anticuerpos y proteinas estructurales. La
aproximacion experimental consiste en utilizar los promotores transcripcionales de genes
especificos de la glandula mamaria para dirigir la expresion de proteinas transgénicas
solubles.

Ejemplos de proteinas humanas que han sido expresadas en la leche de animales
transgénicos.

Human gene Pharmaceutical use Mammary gland- Transgenic
product specific promoter animal
Factor IX blood clotting protein, sheep b-lactoglobin sheep

treatment of hemophilia B.

a-1-antitrypsin protease inhibitor, sheep b-lactoglobin sheep
treatment of emphysema and
cystic fibrosis.

antithrombin Il blood clotting protein, cow casein goat
treatment
of ATIII deficiency disease
and use in open heart surgery.

tissue plasminogen dissolves blood clots, mouse whey acidic protein goat
used as an acute treatment
of heart attacks.

activator lactoferrin iron transport protein, cow a-S-casein cow
infant formula additive.

protein C anticoagulant, treatment of mouse whey acid protein pig
hemophilia and used
for surgery



TRANSFERENCIA NUCLEAR
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TRANSFERENCIA NUCLEAR

Lipid-mediated
co-transfection

'

Impregnated
Poll Dorset ewe

Isolate
diploid
fetal cells
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G418-selection and
DMA characterization
of clonal isolates

Transfeccion estable de células diploides aisladas desde un embrién de oveja
con un vector que contiene el cDNA del Factor IX y un promotor que dirige su
expresion especificamente en las glandulas mamarias (pMIX1).



TRANSFERENCIA NUCLEAR

Scottish Blackface ewe
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TRANSFERENCIA NUCLEAR

Remave pronuclei Remove nucleus from
from haploid egg cell diploid somatic cell

Inject nucleus
into egg cell

In vitro oocyte activation
and embryo culture

Embryo transfer into
. MOnramnnan BmMalc

La técnica de tranferencia
nuclear Honolulu utiliza la
micoinyeccion para generar

células diploides. La
activacion in vitro del
ovocito tiene lugar

mediante su incubacién en
un medio sin calcio que
contiene estroncio y
citocalasina B para
prevenir la formacién del
cuerpo polar.

(tasa de éxito: 3 de 100)
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Zebrafish transgénico con elementos
de respuesta a contaminantes del
agua. Los contaminantes se
concentran (1.000- to 100.000 veces
en los tejidos del zebrafish y activan
elementos de respuesta (RE) que
inducen la expresidon de luciferasa.
Los zebrafish son incubados con
luciferina la que es rapidamente
incorporada por sus tejidos. La
luciferina es oxidada por Ila

luciferasa y genera luz. Esta luz es
cuantificada con un luminidmetro,
sin necesidad de sacrificar al
zebrafish.




Table 1

Key features of a selected list of transgenic animals used in therapeutic protein production

Time to
Tima of  No.of sexual
gestation off- maturity
Animal  {month)  spring (manth)

Cattle 1 16

9
Chickens 20 days 2500 G

8:3-6
months in
BELE**
goats

1-2

Figs

Rabbits

Sheep

Lactation
period
(et

33

Annual
milk pro-
duction
(L}
B000-9000

SO0-1000;
JE510n
EELE
qgoats

0.015

Annual
yield of
recombi-
nant pro-
tain per
fermals (kg)
40-80

0.25 kg

Companies
Recombinant (numbears
protains correspond
axpressad to footnote)®
Lactoferrin, a-lactalbumin 2, 7,9, 11, 15

Monoelonal antibodies, 4 8 18, 19,
lysozyme, growth hor- 20, 21
mone, insuling human

serum albumin

Antithrombin [, tissue 10,13, 16
plasminocgen activator;

monoclonal antibodies,

ol -antitrypsin, growth

hormone

Fibrinogen surfactant

Protein B, procollagen

recombinant antibodies

Factor ¥, Protein ©, 258 14,16 17
hemoglobin

Calcitonin, extracellular 15,16
superoxde dismutase,
ervthropoieting growth

homnone, insulin-like

growth factor 1, intedeu-

kin 2, g-glucosidase, glu-
cagon-like peptide

o 1-antitrypsin, factor VI, 16
factor IX, fibrinogen, insulin-

like growth factor 1

#|. Abgenix { Fremont. CA); 2. Advanced Cell Technology { Warcester, MAJ: 3. Alexion i Mew Haven, CT); 4. Avigenies ( Athens, GAJ; 5.
Biotransplant (Charlestown, MA); 6 Chromos MolecularSystems ( Burnaby, Canada); 7. Gala Desizn (Sauk City, W 8. GeneWorks
(Ann Arbor, MI): 9. Genetic Savings and Clone( College Station, TX); 10, Genzyme Transgenics i Framingham, MMAJ; | 1. Infigen i De-
Forest, WIj; 12 Medarex { Annandale, MNI); 13, Nexia Biotechnologies (Montreal, Canada); 14, Nextran ( Princeton, N1 15, Pharming
i Leiden, The Netherland=); 16, FPLTherapeatics ( Rosling, Scotland); 17. ProLinga (Athens, GA); 18, Origen Therapeuatics (Burlingame,
CAY; 19, Sima Bistechnology (Minneapoliz, MMN): 20, TranXenoGen (Shrewsbury, MA); 21, Vivalis (Roucssay, France).

#*#Preed Early Lactate Early.
Source:Mature Biotechnology, October 2000,




hle 1. Compatdes producing bioproducts using transgenic domestic ivestock

System Company Website Products Status
Soats GTC Biotherapeutics  http:/fwww.transgenics com  Antithrombin IT1 Completed European effi-
(USA) cacy study (ATTII)
Monoclonal antibodies Other products in preclini
Malaria vaccine cal
MNexia Biotechnologies  http:ffwwwnexiabiotech.com Spider silk protein Fiber development
(Canada)
Human butyryl- Research
cholinesterase
—attle Hematech (UUSA) http:ffwwwhematech.com  Human polycolonal anti-  Research
bodies (vaccines)
GTC Biotherapeutics  http://www.transgenics,com Human serum albumin Research
(USA)
Sheep PPL (UK) http:/fwww,ppl- Alpha I-antittypsin Tnals postponed
therapeutics.com Assets/business being sold
Rabbits  Phamming (Netherdands) http:ffwwwphamming.com  Cl-inhibitor Fhase II clinical tials

“hickens

BioProtein
{ France)
Vivalis (France)

Technologies

Avigenics, Inc, (USA)
TranXenoGen (USA)
Virage{USA)

hitp:ffwww.bloprotein,com  Recombinant proteins

http:ffwww.vivalis.com Recombinant proteins
hitp:ffwww.avigenics.com

http:ffwww lranxenogen.com
http:/fwww,viragen.com

Research

Research




Table 2

Development status of a selected list of proteins produced by transgenic animals

Frotains/peptides
ABX-IL2 mAb

ABX-EGF mAb
ABX-FE2 mAb

o-1-antitrypein

- 1-proteinas e inhikitor
D2ET antibody
CTHA41G antibody

PRO 542 antibody
Antegren antibody
Antithrambin Il
Beta-interferon

Bile salt stimulated lipase

C-1 esterass inhibitor
Calcitonin {salmon)

Callagen
Caollagen Type |
Caollagen Typs 1l

Extracellular supercxids
dismutase

Factor Wil
Factor XI

Fibrinogen

Glucagon-like peptide-1
Glutamic acid decarbox-
ylase (GAD)

Human growth hormans
Human serum albumin

Imsulin

Intarfaron alpha
Lactaferrin

MSP-1 {malaria waccine)
MCX-C04 mAb

Fratein C

Calcitonin (=almon)
Tissue plasminogen
activator

Companiss
Abganix

Abgeanix
Abgeanix

FPL Tharapeutics
FPL Therapeutics
FPLTherapeutics

Ganzyme Transgenics
Genzyme Transgenics
Genzyme Transgenics
Genzyme Transgenics
Ganzyme Transgenics
Genzyme Transgenics
Genzyme Transgenics

PPL Therapeutics
FPL Therapeutics

Fharming
FPL Therapeutics

FFPL Therapeutics
Fharming
Fharming

FPL Therapeutics
FPL Therapeutics

FPL Therapautics
Fharming

PPL Therapeutics
Fharming

FPL Therapeutics

Fharming

PPL Therapeutics
Genzyme Transgenics

Genzyme Transgenics

Genzyme Transgenics
FFPL Therapeutics

Genzyme Transgenics
Genzy me Transgenics
Fharming

Genzyme Transgenics
Medarex

FPL Therapeutics
FLL Therapeutics
Genzyme Transgenics

Davelopment status
Fhasze 1l
Phase 1

Fraclinical

Fraclinical
FPraclinical

Fhase |l
Fhase |
R&D

R&D
R&D
R&D
R&D
R&D
Phasa [l
R&D

Freclinical
Praclinical

Fraclinical
Praclinical

R&D
Praclinical
Fralinical
Praclinical
Preclinical

Praclinical
Fraclinical

Fraclinical
Praclinical

Fraclinical

Praclinical

R&D
R&D

R&D
R&D

R&D

R&D
Fraclinizal
R&DO
Phase |
Freclinical
Fraclinical
R&D

Therapeutic indications
Psoriasis

Rheumataid arthritis

EGF (epidermal growth factor)-
dependant cancers
Autaimmung disorders
Transplant rejection

Cystic fibrosis
Emphy=sama
Acute respiratory distress syndroms

Heraditary daficiancy

Arthritis

Peorias srheumatoid arthritis
HIWVIAIDS

Meuralogical discrders
Coronary artery bypass grafting
WMultiple sclerosis

Cystic fibrosis

Cystic fibrosis

Cystic fibrosis

Osteopancsis

Many uses as a biosesalant
Tissue rapair

Rheumataid arthiritis
Reparfusion injury

Acute respiratory stress syndrome

Bleading conditions

Hamophilia B

Heamcghilia B

Hamaphilia B

Tissue glue fortrauma and surgical
precedurss

Tizsue glue fortrauma and s urgical

procadues
Typ=-2 diabetes
Typ=-1 diabstes

Body growth, fat mobilization

Plasma expanderand drug excipisnt
Plasma expander and drug excipisnt

Plaema expander and drug excipisnt
Caneer and various other diseases
Prewvantion of gastmintestinal tract
Malaria

Rheumataid arthritis

Prewvantion of desp veinthrombosis
Oisteoporcsis

Wyoecardial infarction and pulmonany
ambolism
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TRASPLANTES DE ORGANOS DE ANIMALES A HUMANOS

Donante Organo | Sobrevivencia | Numero de Autor ARo
trasplantes
Chimpancé RifAon Un paciente, 12 Reemtsma | 1964
nueve meses
Mono mico RiAdNn 10 dias 1 Reemtsma | 1964
Mandril Rin6n |4 dias y medio 1 Hitchcok 1964
Mandril RifAon Un paciente, 6 Starzl 1964
dos meses
Chimpancé | Corazén Extirpado 1 Hardy 1964
Chimpancé | Higado | Un paciente, K} Starzl 1969-
14 dias 74
Mono Corazon | Fracaso (sin 1 Yacoub 1975
datos)
Mandril Corazon Rechazo 1 Barnard 1977
agudo
Chimpancé | Corazén 4 dias 1 Barnard 1977
Mandril Corazon | 3 semanas 1 Bailey 1985
Mandril Higado 70 dias 1 Starzl 1992
Cerdo Higado 34 horas 1 Nakowka | 1992
Mandril Higado 26 dias 1 Starzl 1993
Mandril Médula El paciente 1 Deeks e 1995
Osea vive, pero el lldstat
trasplante
fracaso
Fuente: Unidad de trasplantes del Total: 32

Hospital General de Massachussetts,

USA







poncing andothaliad cells

] # -
| mean: & i
{ hCD5S 1g
4

o
7
&
&
E
5

417

wildtype controls

Ll ddddad
FLITFIS TSI ST

i +————r—r—
120 140 160 180
dilutican of complemsant
xctive effect of hCDS% against human Protection of hCDS9 tra ic porcine
i kidney in an ex &

Fig. 1. Generation of transgenic pigs for
xenotransplantation. (A) Minigene construct for
microinjection, P, : cytomegalovirus immediate
early promoter, hCD59: human CD59 (regulator of
complement) cDNA, PA: polyadenylation site, Pvul
and Aspl: flanking restriction enzyme sites. (B)
DNA microinjection into one pronucleus of a
porcine zygote. (C) Transgenic founder animal
identified by Southern blotting of an ear sample.
(D) Organ-specific expression of hCD59 protein in
an F1-offspring animal determined by Western
blotting with a specific monoclonal antibody. (E)
Cell surface expression of hCD59 in porcine
primary cells as determined by flow cytometry.
Grey shadowed curves demonstrated presence of
hCD59 by usage of a monoclonal antibody, white
curves indicate background values by usage of an
isotype matched control antibody. (F) Functional
expression of human CD59 on transgenic porcine
cells as demonstrated by cytotoxicity assay.
Porcine cells were incubated with heat treated
human serum and a dilution series of human
complement. Specific lysis of porcine cells were
measured by chromium release. (G) Ex vivo
perfusion of porcine kidneys from F1-animals with
human blood. Nearly all transgenic porcine
kidneys could be perfused for 4 h, whereas non-
transgenic control kidneys failed soon after onset
of perfusion due to hyperacute rejection. Mean
survival times were 207.5 min for transgenic and
57.5 min for wildtype kidneys (P<0.005)



Granulosa cell donor Zygote donor

Knockout pig lacking the
gene for alpha 1-3 gal
transferase, an enzyme that
adds a sugar to pig cell
surfaces that is recognized
as foreign by the human
immune system.
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