TRANSGENESIS EN ANIMALES

La transgénesis se puede definir como la
introduccion de DNA exdgeno en un genoma,
de modo gue se mantenga estable de forma
hereditaria afectando a todas las ceélulas del
organismo.

El DNA extrano es llamado transgen.




TRANSGENESIS EN ANIMALES
Aplicaciones

* Ingenieria genética de caracteres de
interes

« Modelos animales para la investigacion
de enfermedades en humanos

e Sistemas animales como bioreactores
parala produccion de compuestos
biologicos heterdlogos (pharming)



RATONES TRANSGENICOS
Aplicaciones

e Manipular la expresidon génica in Vivo.
Caracterizar la actividad de un promotor
tejido-especifico.

e Estudiar la funcidn de genes particulares.

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 ovocitos recién
fertilizados para producir ratones transgénicos
conteniendo una o mas copias de un vector de
expresion insertado al azar en el genoma.

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



ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

1. Transgénesis por microinyeccion de ovocitos fertilizados

 En la primera fase, se aislan un namero grande de 6vulos
fertilizados, los que se consiguen sometiendo a las hembras a
un tratamiento hormonal para provocar una mayor ovulacion.

*En la segunda fase, los ovocitos recien fertilizados 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.



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 presion
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
(Lug/ml), mientras el cigoto es inmovilizado por la presion negativa de
la pipeta. El éxito de la inyeccion depende del tiempo de la fertilizacion
y de la precision en el proceso.




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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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-
prefiada (recientemente apareada con un macho vasectomizado). Esto resulta, 19 dias mas tarde, en
la generacion de 5-8 crias,. Los animales transgénicos son identificados mediante analisis de PCR a

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
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Los ratones positivos para el ensayo de PCR son cruzados con
animales controles para identificar los fundadores, es decir,
aguellos que contienen el DNA integrado en su linea germinal, lo
gue da lugar a un patron mendeliano de herencia del transgen.



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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Regiones enhancer que controlan la expresion tejido-especifica de un gen
pueden ser utilizadas para dirigir la expresion de un gen foraneo en tejidos de
interés.

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



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA
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Analisis por Northern blot son necesarios para identificar el animal fundador.
La caracterizacion del tejido prostatico en los ratones fundadores permite
determinar el efecto de la expresidon del transgen en la generacion de tumores.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA

metallothionein promoter
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Mice fed heavy metals are 2-3 times larger




GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA

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



GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
INYECCION DE DNA




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



Overall efficiency (%)

EFICIENCIA DE LA MICROINYECCION
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ESTRATEGIAS PARA LA TRANSGENESIS

2. Transgeénesis por manipulacion de células embrionarias.

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

 EIl DNA se introduce en las células ES en cultivo, mediante
diversas técnicas de transfeccion, posteriormente las células
transfectadas son reintroducidas en una blastula y ésta
reimplantada en una hembra.

« Con estatécnicalos neonatos son quimeras.

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



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 raton y
son obtenidos del Utero de la hembras al tercer dia post-fertilizacion. 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
seleccidon. Andlisis mediante PCR o Southern blots son utilizados para identificar
sub-lineas clonales que contienen el DNA incorporado en su genoma.



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

1) Proceso de insercidbn geénica que requiere de la recombinacion
homoéloga entre secuencias del vector y secuencias gendmicas.

La insercion geénica conduce a la interrupcion del gen y a la
incorporacion de laregion codificadora del gen para neomicina.
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES

2) Reemplazo de genes, utilizando vectores que contienen dos marcadores de
seleccion, lo que permite detectar dobles recombinaciones.

a) Neomicina (neo'), permite una seleccion positiva de células resistentes
al antibiotico G418.

b) HSV-TK, permite identificar células que experimentan recombinaciones
dobles con el gen blanco através de su sobrevivencia en Ganciclovir (GC). HSV-TK
fosforila a GC, un andalogo al nucledtido timidina, de manera que la DNA
polimerasa no puede discriminar e incorpora este nucleétido no-funcional en el
DNA durante la replicacion generando, asi, la muerte de las células.

Gene knockout
by replacement
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Formacion de células ES conteniendo una mutacion knockout



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 raton donador de
la blastula son usadas para
identificar a los animales
fundadores de la linea
transgénica.

La descendencia posee un
pelaje en mosaico reflejando el
genotipo quimeérico. Los
fundadores son identificados
por el color aguti del pelaje.
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Ventajas

e Transfeccion eficiente en cultivo

e Seleccion positiva/negativay enriquecimiento
de las células ES en cultivo

* Insercion dirigida en el genoma del ratéon

 Eliminacidon del gen blanco y generacion de
lineas knockout



GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Desventajas

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

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

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

3) La ubicacion cromosdmica 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 Gba
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 Rbl

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



Conditional knock-outs

Permite inactivar un gen solo en tejidos particulares y/o a tiempos
especificos durante el ciclo de vida.

El gen de interés tiene a ambos
lados secuencias de 34 pb, llamadas
sitios loxP (floxed).

Cre-lox technology

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

Recognises a 34bp DNA sequence loxP = } Si larecombinasa CRE se expresa

> 1]

& Q El gen entre los sitios loxP es removido




SISTEMA Cre/lox
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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

hippocampus and neocortex.



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 farmacéuticas" o
"granjas moleculares"

e Donacidon 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 20 afnos
utilizando técnicas estandares de microinyeccion basadas en
los métodos inicialmente desarrollados en animales modelos
como el raton.

Recientemente, |la metodologia de transferencia
nuclear ha revolucionado este campo, a través de la
clonacion de animales. Esta técnica se basa en la habilidad
de inyectar o fusionar oOvulos 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.
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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
transgeénicos.




TRANSFERENCIA NUCLEAR
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Transfeccidn estable de células diploides 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
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Fusion celular inducida por un pulso de electricidad



TRANSFERENCIA NUCLEAR
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Table 1
Key features of a selected list of transgenic animals used in therapeutic protein production

Annual
vield of
Time to Annual recembi- Companies
Tima of Ma.of sexual Lactation milk pro- nant pro- Recombinant (numbears
gestation off- maturity  period duction tain per protains correspond
Anmimal  {month)  spring (month)  (month) (L) female (kg) expressad 1o footnote
Cattle g 1 16 33 B8000—92000  40-80 Lactoferrin, e-lactalbumin 2, 7,9, 11, 15
Chickens 20 days 25080y G 0.25 kg Moncclonal antibodies, 4 8 18 19,
Iysozyme, growth hior- 20,21
mone, insuling human
serum albumin
Goats 5 1-2 3,36 18 S00-1000; 4 Antithrombin [, tissue 10,13, 16
months in 365 in plasminogen activator,
BELE** BELE moncclonal antibodies,
goats goats o1 -antitrypsin, growth
hormaone
Mice 1921 1012 L 1-2 1 0.015 750 pg— Fibrinogen surfactant 1,12
days 2 3 mg Protein B, procollagen
wesks recombinant antibodies
Figs 4 10 G 16 300 1.5 Factor VI, Protein C, 3,5 14 16,17
hemaoglobin
Rabbits 1 2 5 7 4-5 0.02 Calcitonin, extracellular 15,16
supercxide dismutase,
erythropoietin, growth
hommones, insulin-liks
growth factor 1, intedewu-
kin 2, m-glucosidase, glu-
cagon-like peptide
Sheep 5 1-2 a 18 500 2.5 o 1-antitrypsin, factor VI, 16
factor IX, fibrinogen, insulin-
like growth factor 1

*|. Abgenix ( Fremont, CA); 2. Advanced Cell Technology { Worcester, MA): 3. Alexion (Mew Haven, CT); 4. Avigenies [ Athens, GAJ; 5.
Biotramsplant (Charlestown, MA); 6. Chromos MolecularSystems ( Burnaby, Canada); 7. Gala Design (Sauk City, W); 8. GeneWorks
{Ann Arbor, MID: 9. Genetic Savings and Clone{ College Station, TX); 10, Genzyme Transgenics ({ Framingham, MAJ; 11, Infigen ( De-
Forest, WIi; 12. Medarex ( Annandale, MI); 13, Nexia Biotechnologies (Montreal, Canada)i; 14. Nextran ( Princeton, M1J; 15, Pharming
{ Leiden, The Netherlands); 16, FPLTherapeutics ( Roslin, Scotland); 17, ProLiniga { Athens, GA); 18, Origen Therapeutics (Burlingame,
CA); 19 Sima Bistechnology (Minneapaliz, MNJ: 20, TranXenoGen { Shrewsbury, MA); 21, Vivalis (Roucssay, France).

*#Breed Early Lactate Early.

Source:MNature Biotechnology, October 2000,




Table 1. Companies producing bioproducts using transgendc domestic ivestock

" System  Company Website Products Status
Goats GTC Biotherapeutics hitp/fwwwtansgenics.com  Antithrombin ITT Completed European effi-
(USA) cacy study (ATTIIT)
Monoclonal antibodies  Other products in preclini-
Malaria vaccine cal
Nexia Biotechnologies  http:ffwwwnexiabiotech.com Spider silk protein Fiber development
(Canada)
Human butyryl- Research
cholinesterase
Cattle Hematech (UUSA) http:ffwww hematech.,com  Human polycolonal anti- Research
bodies {vaccines)
GTC Biotherapeutics http:/fwww transgenics,com Human serum albumin Research
(USA)
Sheep PPL (UK) http:ffwww.ppl- Alpha 1-antitrypsin Trals postponed
therapeutics.com Assets/business being sold
Rabbits  Phaming (Netherlands) http:ffwww phaming.com  Cl-inhibitor Phase II clinical trals
BioProtein  Technologies http:/fwww bioproteincom Recombinant proteins Research
(France)
Chickens Vivalis (France) http:/fwww.vivalis.com Recombinant proteins Research
Avigenics, Inc. (LUSA) http:ffwww.avigenics.com
TranXenoGen (USA) http://www tranxenogen.com
Virage(USA) http://www viragen.com
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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 expresion de luciferasa.
Los zebrafish son incubados con
luciferina la que es rapidamente
incorporada por sus tejidos. La
luciferina es oxidada por la
luciferasa y genera luz. Esta luz es
cuantificada con un luminémetro, sin
necesidad de sacrificar al zebrafish.




XENOTRASPLANTES: transplantes de 6rganos y tejidos desde un animal
donante (generalmente primates y cerdos) a un humano receptor.

TRASPLANTES DE ORGANOS DE ANIMALES A HUMANOS

Donante Organo | Sobrevivencia | Numero de Autor Ao
trasplantes
Chimpancé Rifidén Un paciente, 12 Reemtsma | 1964
nueve meses
Mono mico Rifion 10 dias 1 Reemtsma | 1964
Mandril Ri6bn |4 dias y medio 1 Hitchcok 1964
Mandril Rifion Un paciente, 6 Starzl 1964
dos meses
Chimpancé || Corazon Extirpado 1 Hardy 1964
Chimpancé | Higado | Un paciente, 3 Starzl 1969-
14 dias 74
Mono Corazon | Fracaso (sin 1 Yacoub 1975
datos)
Mandril Corazoén Rechazo 1 Barnard 1977
agudo
Chimpancé | Corazoén 4 dias 1 Barnard 1977
Mandril Corazén | 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




Patients

Type of e

¥P waiting For

Transplant
Transplants

Kidney T e
Liver 17,843
Fancreas 1,328
Pancreas islet 301
el
Kidney- 2 651
pancreas
Intestine 1873
Heart 4,152
Heart-lung 2085
Lung 3,849
Total 85,4890

Source: United Metwork for Organ
Sharing, May 2000

The lack of whole organs is provoking a crisis among chronic disease sufferers. The demand and market size
for replacement organs, tissues, and cells is growing due to the aging of the population. Human sources for
organs, tissues, and cells for transplantation meet only a small fraction (10-20%) of the demand. One
possible alternative source of organs, tissues, and cells is genetically modified pigs.
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About Infigen is a biotechnology company developing nuclear transfer and genomic technologies for applications in human
. healthcare., We focus on four distinct yet related platforms:
OvErview
History ® Therapeutic Proteins

© Transgenic animals as bioreactors to produce proteins used in a variety of therapeutic applications
including surgery, trauma, cancer therapy, urinary and fecal incontinence, cosmetic reconstruction and

Science chranic diseases.

O Mon-transgenic, cloned animals to replicate unigque immune responses used in human diagnostics.,

Management team

Mews
Jobs #* xenotransplantation
© Genetically maodified miniature pigs as an alternative source of argans, tissues, and cells for human
Contact transplant.
Site map

® Genomic Reprogramming
O Mouse, cattle, and porcine embryos as a tool to investigate and assess reprogramming for the purpose
of discovery and developing novel therapies and medicines,

#* Animal Models of Disease
© Genetically modified pigs to study human disease etiology and to test new therapies before use in
humans. Both classical and unigue, proprietary technologies to target genes for change are employed.

- |
Copyright/Disclaimer




‘A Transgenic production of pharmaceutical proteins and monoclonal antibodies from the milk of tra - Microsoft Internet Explorer
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Biotherapeutics

Listen to our Webcast Thursday, August 3, 2006 o 10 am ET

PRODUCTS &
PARTMERING
Socont Qoo 105 b
er v LFEE
Eamings Cdl and Webcast SUSRTIERE
SCIENCE &
TECHMOLOGY
Augus 3, 2006 - GIC Bictherapeutics Reports Second Quarter
2006 Financial Results; EMEA Provides Scientific Advice on the
INVESTOR Study of ATryn(R) In DIC
INFORMATION

o Augud 2, 2006 - European Commisson Approves Alrynil

\ % 1 July 27, 2006 - GIC Bictherapeutic sto Hos Second Quater
(X NEWS & 2006 Eamings Call and Webcasd on Thursday, August 3, 2006

' EVENTS
= July 18 2004 - GTC Bictherapeutic s to Ralse 517.8 Milion
in Registered Direct Offering

July &, 2005 - GIC Bictherapeutics fo Webcad Coporde
. Fresentaion d the C.E. Unterberg Towbin Emerging Growth
N ABOUT Conlerence
GIC BIOTHER APEUTICS
ﬂ - June 14 2006 - GIC Bicdtherapeutics Receives 51 Milion

o Milestone Payment from LEO Pharma

(Mrynl!}- an update on GIC's lead program )
Listen to our Webcast Wednesday, July 12, 2006 o $28am. ET

GIC Blath utics, |
C GIC IN THE NEWS ) R e hd

||'II' C.E. Unterberg, Towbin sk HERE
Emerging Gmﬂhgc.‘nnhnnc- IlZis

E
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) Genetic Savings and Clone - the leading provider of pet gene banking and pet cloning services. - Microsoft Internet Explorer X:
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ABOUT QOUR OUR CLIENTS ABOUT NEWS FAQ ETHICS & SOCIAL VET GIFT
US SERVICEE & CLONES CLONING S DISCUSS BENEFITS INFO SHOP

Genetic®Savings&Clone,inc. D GITID (T @@ITTEITD | | Search |

GEME BANKING & CLONIMG OF EXCEPTIOMNAL PETS

Genetic Savings & Clone enrich
through s - cloning O
available today; dog cloning under

Our Clones PetBank Latest News
Meet our newest  Gene banking From and
clones for every pet about G=C

Our Clients Emergencies Cat Adoption

and their If your pet dies Ready for . ~
exceptional pets unexpectedly Tour Love
¥et Info Cat Cloning The Dish J
Biopsy info Mow available Sign up for

& instructions our newsletter

$32,000 o) A%

Click here to find out more. ) =1




