TRANSGENESIS EN ANIMALES
Definiciones

J TRANSGENESIS: Transferencia de genes a
un organismo.

J TRANSGENICO: organismo en el cual se ha
introducido un DNA exégeno, de modo que se
mantenga estable de forma hereditaria
afectando a todas las células del organismo.

1 TRANSGEN: DNA exogeno.
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TRANSGENESIS EN ANIMALES
Aplicaciones

Ingenieria genética de caracteres de
interes.

Modelos animales para la investigacion
de enfermedades en humanos.

Sistemas animales como bioreactores
para la produccién de compuestos
biologicos heterélogos (pharming),
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RATONES TRANSGENICOS
Aplicaciones

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

Estudiar a nivel molecular el desarrollo
embrionario y su regulacion.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
Dos aproximaciones experimentales se han
utilizado para la generacion de ratones
transgénicos:

1. Adicién de un nuevo gen ™= Microinyeccion.

2. Inactivacion de un gen ==) Animales knockouts
(KO).
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ESTRATEGIAS

[ Microinyeccion de DNA en el pronucleo del cigoto para
producir ratones transgénicos que contienen una o mas
copias de un vector de expresion insertado al azar en el
genoma.

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

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

"En la tercera fase, estos ovulos son reimplantados en
hembras que actuaran como nodrizas permitiendo el termino
de la gestacion.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION 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.
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Transgenic mouse (fransgene present in all nucleated cells)
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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, dando lugar a un patrén
mendeliano de herencia del transgen.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA

Eficiencia:
Sobrevive el 60 a 80% de los ovocitos microinyectados
10 a 30% se desarrolla

10 a 30% de la progenie es transgénica
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA

Integracion al azar del transgen.
No es posible predecir el sitio de integracion.

Generalmente se integran multiples copias en un
sitio.

Existe la posibilidad de inactivar un gene nativo.

En general, no existe relacion entre el numero de
copias integradas y el nivel de expresion del transgen.

Niveles variables de expresion.
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Regiones enhancer que controlan la expresion tejido-especifica de un
gen pueden ser utilizadas para dirigir la expresion del transgen a

tejidos de interés.
En este caso el enhancer de un gen expresado en la prostata es
utilizado para generar ratones transgénicos que son modelos del
cancer prostatico
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La caracterizacién del tejido prostatico en los ratones fundadores
permite determinar el efecto de la expresién del transgen en la
generacion de tumores.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA
Ejemplos

metallothionein promoter Growth hormone
regulated as heavy metals gene

ey e \ |

Mice fed heavy metals are 2-3 times larger
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA
Ejemplos

El promotor para un gen expresado en las células precursoras
neuronales (neurogenina 1) controla le expresion de un gen
reportero, beta-galactosidasa.
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
MICROINYECCION DE DNA
Ejemplos
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EFICIENCIA DE LA MICROINYECCION
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GENERACION DE RATONES TRANSGENICOS
Dos aproximaciones experimentales se han
utilizado para la generacion de ratones
transgénicos:

1. Adicién de un nuevo gen ™= Microinyeccion.

2. Inactivacion de un gen ==) Animales knockouts
(KO).
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ESTRATEGIAS

J Recombinacidon homoéloga en loci definidos para crear
knockouts (KO) o reemplazar genes.

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

= El 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 esta técnica los neonatos son quimeras. Cuando la
integracion del transgén ocurre después de la primera
division celular, el animal es quimérico, es decir sus células
tienen diferentes caracteristicas, segun tengan o no el
transgén.
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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
totipotenciales (ES).

2) Generacion de vectores de clonacion y de estrategias de
analisis que permitieran la identificacion de aquellas células ES
gue han experimentado recombinacion homaologa con el transgen.
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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-fertilizacién. Las
células ES son cultivadas en placas conteniendo fibroblastos embrionarios

incapaces de dividirse, llamados feeder cells.

LABORATORIO DE BIOINFORMATICA'Y EXPRESION GENICA-INTA



El DNA experimental es transfectado de manera estable en las células ES
mediante electroporacion o lipofeccion, usando vectores que contienen

marcadores de seleccion.

Recombinaciéon homologa en las células ES

Seleccidén positiva :
Exon NeoR Excluido

r—*—\ ( \
Vector de b g ﬂ
reemplazo ' !‘_

Region of homologia Seleccion negativa
HSV-T

’\Eliminado si ocurre la recombinacion homologa

» La recombinaciéon homologa en células ES es poco frecuente
(1x10°a1x10°).
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Recombinacion homologa en las células ES

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

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

b) Seleccidon negativa - HSV-TK, permite identificar células que
experimentan recombinaciones dobles con el gen blanco a través de
su sobrevivencia en Ganciclovir (GC). HSV-TK fosforila a GC, un
analogo al nucleétido 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.

LABORATORIO DE BIOINFORMATICA'Y EXPRESION GENICA-INTA



NeoR

n HSVtk
| | | | Vector de reemplazo

Recombinacion
homologa /

NeoR*/ HSVtk-

\ Integracion al azar

HSVtk
—

NeoR*/ HSVtk*
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Seleccionen G418+ = =
Ganciclovir

— - neot Electroporate
Transgene DNA ES cells with
transgene DNA

Identify clonal ES cells
containing gene disruption

/ N

Southern Blot with

transgene DNA probe PCR assays using
fransgene primers

Analisis mediante PCR o Southern blots son utilizados para identificar sub-lineas
clonales que contienen el DNA incorporado en su genoma.
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Provenientes de ratones con pelaje gris

Luego de la seleccidon las células
son inyectadas en un blastocisto
obtenido de un ratén albino.
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La descendencia posee un pelaje en
mosaico reflejando el genotipo
quimérico. Los fundadores son

" identificados por el color gris del
pelaje.

Me

Diferencias en el color del pelaje
entre el ratén donador de las
células ES (Gris) y el ratéon
donador del blastocisto (albino)
son usadas para identificar a los
animales fundadores de la linea
transgénica.

Fundadores: Progenie de pelaje gris
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Ventajas

Transfeccion eficiente en cultivo

Selecciodn positiva/negativa y enriquecimiento
de las células ES en cultivo

Insercion dirigida en el genoma del ratén

Eliminacion del gen blanco y generacién de
lineas knockout
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GENERACION DE RATONES KNOCKOUTS
RECOMBINACION HOMOLOGA EN CELULAS ES
Desventajas

La frecuencia de recombinacion homéloga es ~10-°. Los
factores que afectan esta recombinacion son:
1) El largo de las secuencias homélogas en el vector.

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

3) La ubicacion cromosoémica del gen blanco.
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Examples of transgenic or gene-targeted mouse models of human disease

Human disease or abnormal Gene Method of constructing model

phenotype

Cystic fibrosis CFTR Insertional inactivation by gene
targeting

B-Thalassemia HBB (B-globin) Insertional inactivation by gene
targeting

Hypercholesterolemia and Apolipoprotein genes, e.g. APOE Insertional inactivation by gene

atherosclerosis targeting

Gaucher's disease Insertional inactivation by gene
targeting

Fragile-X syndrome FMR1 Insertional inactivation by gene
targeting

Gerstmann-Straussler-Scheinker Prion protein gene (PRNP) Integration of mutant mouse prion

(GSS) protein gene with missense gene

mutation syndrome

Spinocerebellar ataxia type 1 (SCA1) SCA1 (ataxin) Integration of mutant human ataxin
gene with expanded triplet repeat

Alzheimer's disease APP (B-amyloid precursor protein)  Integration of mutant full-length APP
cDNA under control of a platelet-
derived growth factor promoter
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Conditional knock-outs

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

Cre-lox technology

Cre — recombinasa sitio-especifica
Reconoce una secuencia de 34bp — loxP = }
lados secuencias de 34 pb, llamadas

@ sitios loxP.
+ +

\ Si la recombinasa CRE se expresa

@ El gen entre los sitios loxP
@ es removido
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LoxF Mouse Cre Mouse
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Lo LoxP promoter
All cells carry endogenous gene X Al cells carry cre transgena
with LoxP sites flanking exon?2 mouse is heterozygous for
ll gene X knockout

LoxP-Cre mouse: all cells carry ane copy of loxP-modified
gene X, one copy of gene X knockout, and cre genas

Cells not expressing Cre Cre-expressing cells
ww{_ HH HTH A

1 2 3

Gene function is normal

protein

Exon 2 es removido lo cual
resulta en una pérdida de la

|

funcion del gen en las células 4
que expresan la recombinasa
Cre.
w—o ——
LABOF 1 3 {INTA

Gene function is disrupted



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
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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 anos
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 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.
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PRODUCCION DE MAMIFEROS TRANSGENICOS EN
DIFERENTES ESPECIES

Transgenic animals obtained

Species % %embryos Months to Estimated costs Protein
offspring Microinjected  Obtain of one produced

and transfered the F2 Transgenic animal in milk

Mouse 17,3 2,6 7,5 121 % 19

Rabbit 12,8 1,5 17 500 $ 1 Kg

Pig 9,2 0,9 38 25.000 $

Sheep 8,3 0,9 52 60.000 $ 100 Kg

Cattle 3,6 0,7 100 546.000 $ 1000 Kg
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TRANSFERENCIA NUCLEAR

Scottish Blackface ewe Finn Dorset ewe

e 1 b
s _;1

[}

CT 44
Isolate egg cells Isolate diploid somatic
from ovaries cells from mammary gland|

©

Remove haploid nucleus Induce quiescence (Gg)
using micromanipulation by growth in low serum

Fuse cell membranes
by electroporation

Uterine
implantation

g s 44 -

Esquema de la clonaciéon de la
oveja Dolly, utilizando el material
genético derivado de células
aisladas de la glandula mamaria
de una oveja adulta.

(tasa de éxito:1 de 227)
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[ Varias estrategias exitosas han explotado las propiedades de la
leche como un recurso renovable para la produccién de enzimas,
anticuerpos y proteinas estructurales.

O La aproximacidén experimental consiste en utilizar los promotores
transcripcionales de genes especificos de la glandula mamaria para
dirigir la expresidn de proteinas transgénicas solubles.

U Ejemplos de proteinas humanas que han sido expresadas en la
leche de animales transgénicos.
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Pharmaceutical use Mammary gland- Transgenic produ
specific promoter animal

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
treatment
of ATIII deficiency disease
and use in open heart surgery.

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

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

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

cﬁjﬁﬂ promoter
i

ap':!:
&

J'l'

Lipid-mediated
co-transfection

.

s
Tl":‘.f-%-,_;t_, —
s

G418-selection and
DMA characterization
of clonal isolates

Impregnated
Poll Dorset ewe

Isolate
diploid

fetal cells

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

LABORATORIO DE BIOINFORMATICA'Y EXPRESION GENICA-INTA



TRANSFERENCIA NUCLEAR
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Sistemas de produccion de proteinas recombinantes

Amount Extraction Post-translational
modifications

Bacteria ++++ SR +
Yeast ++ + + TR + +
Fungi ++ + + + + + + +
Transgenic Plants ++ + + ++? + +
Baculovirus ++ + + ++ + ++ +
Mammalian cells + ++++ ++++
Transgenic animals + + + + ++++ ++ + +

Each of these systems has advantages and drawbacks

roughly estimated by the cross in the table.
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Modificaciones de las propiedades de la leche

» Reduction of lactose content of milk.
» Suppression of B-lactoglobulin.
» Modifications of fat content or composition.

» Increased activity of mammary desaturase enzyme to
increase unsaturated fatty acids in milk.

» Secretion of growth factors or other biologically active
proteins to prepare milk for a specific therapeutic need.
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TRANSFERENCIA NUCLEAR

e W

T ik

Remove nucleus from|
diploid somatic cell

Remove pronuclei
from haploid egg cell

Inject nucleus
into egg cell

In vitro cocyte activation
and embryo culture

Embryo transfer into

pseudopregnant female

La técnica de tranferencia
nuclear Honolulu utiliza la
micoinyeccion para generar
células diploides. La
activacion in vitro del
ovocito tiene lugar
mediante su incubaciéon 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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Table 1
Key features of a selected list of transgenic animals used in therapeutic protein production

Annual
yvield of
Time to Anmual recombi- Companies
Time of Mo.of sexual Lactation milk pro- nant pro- Recombinant (numbers
gestation off- maturity  period duction tain per protains correspond
Animal (miznth]) zpring imonth] (month) (L] femals (kg) expressad to footnotey®
Cattle a 1 16 33 80002000 40-80 Lactoferrin, c-lactalbumin 2, 7,9, 11, 15
Zhickens 20 days 2600 ] 0.25 kq Moncclonal antibodies, 4 8 18, 19,
Iysozyme, growth hor- 20, 21
mone, insuling, human
serum albumin
Goats 5 1-2 8,345 18 S0C0—1000;, 4 Antithrombin 11, tissue 10,13, 16
months in JE5in plasmincgen activator;
BELE** BELE moncclonal antibodies,
goats goats w1 -artitrypsin, growth
hormone
Mice 1921 1m0-12 L5 1-2 1 0015 750 ya- Fibrinogen surfactant 1, 12
davs 2 3 mg Frotein B, procollagen
wesks recombinant antibodies
Pigs 4 10 G 16 300 1.5 Factor VI, Protein C, 305 14 18, 17
hemoglobin
Rabbits 1 & & [ 4-5 0,02 Calcitonin, extracellular 15,16
superox de dismutase,
erythropoietin, growth
hommone, insulin-like
growth factor 1, intedeu-
kin 2, mglucosidase, glu-
cagon-like peptide
Sheep =] 1-2 ] 18 500 2.5 o 1-antitrypsin, factor WIIl, 16
factor I¥, fibrinogen, insulin-
like grovwth factor 1
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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 Ila
luciferasa y genera luz. Esta luz es
cuantificada con un lumindmetro, sin
necesidad de sacrificar al zebrafish.
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Patients

Type of e

¥P waiting For

Transplant
Transplants

Kidney ot e
Liver 17,843
Fancreas 1,328
Pancreas islet 201
el
Kidney- 2 651
pancreas
Intestine 1873
Heart 4,152
Heart-lung 2083
Lung 3,849
Total 85,489

Source: United Metwork for Organ
Sharing, May 2000

XENOTRASPLANTES: transplantes de 6rganos y tejidos desde un animal
donante (generalmente primates y cerdos) a un humano receptor.
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/= BioArts - Internet Explorer provided by Dell

Sl < ritp /o bioars.com/ M E

@ - - @ ~ |=:r Pagina = @ Herramientas »

% BioArts ] ]

a% BioArts

'1)' International

ABOUT US PRODUCTS & SERVICES R &D NEWS CONTACT

New Life Science

Focusing on
Unique & Untapped
Biotech Markets

Human

* Parentage Testi

* Forensic ID

Animal

* Pet Projects

* Premium Livestock

* Tissue & Embryo Shippers
BioArts to Offer Dog Cloning Service at International Public
Auction

What if You COUId be beSt frlends"'again? BioArts intelnational today announced that it will sell five dog

Speclal offer from BloArts: Bld to have your beloved dog cloned. cloning service slofs to the general publicvia a worldwide, online
auction to be held on July 5th.

©2008 BioArts International, Inc. All Rights Reserved. | Site Map | ContactUs | Terms of Use Design: Twist Studio, S.F.

http://www.bioarts.com/animal.htm € Internet | Modo protegido: activado #,100% = ;
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/= BioArts Products & Services Pet Projects - Internet Explorer provided by Dell

@ ° - EIrTT———T EE

4. BioArts Products & Services Pet Projects l_l @ * & - @ - |::k Pagina ~ @Henamientas -7
a'% BioArts
Y& International ASOUTUS ePRODUCTS & SERVICESe R&D NEWS CONTACT

Our recently announced Best Friends Again program is the
firstin a series of "Pet Projects” - limited offerings of pet
cloning services and specialty animals for the general public.

Although we're a new company, BioArts International has

inherited key staff and intellectual property from Genetic

Savings & Clone (GSC), which was the first company in the

waorld to produce and deliver cloned pets (cats exclusively).
. ! = *™  We also have multiple scientific and engineering

Animal 'y 3 partnerships that extend our capabilities.

Overview

~ . | : \ After about 11 years of effort, BioArts has successfully
s PetP r ! = ; ; - - -

. S ; \ completed the internationally known "Missyplicity Project”, an
F'.rermum =T . \ = 4 effort to clone a specific beloved dog named Missy. We invite
Tissue & Embryo Shippers \ = - you to read about the successful conclusion of the

\ Missyplicity Project - or as we're calling it, "Missy:
Accomplished!”

E2008 BioArts International, Inc. All Rights Reserved. | Site Map | ContactUs | Privacy Policy | Terms of Use

Listo & Internet | Modo protegide: activado H100% ~
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2 Genetic Savings and Clone - the leading provider of pet gene banking and pet cloning services. - Microsoft Internet Explorer, | £|
Archivo  Edicidn Wer  Faworitos  Herramientas — Awoda ‘E’
O Akras "\) @ @ \J_’;j p Buisqueda '*;,}\5" Faworitos @ B - {_; IE—I - LJ ﬁ
Direccidn |@ htkp: f fen, savingsandclone .. comy hd Ir Yinculos

ABOUT OUR OUR CLIENTS ABOUT NEWS FAQ ETHICS& SOCIAL VET GIFT
US SERVICESE & CLONES CLONING % DISCUSS BENEFITS INFO SHOP

Genetic®Savings&Clone, Inc. TS EETED (I @CITTITD | || Search |

GENE BANKING & CLOMING OF EXCEPTIONAL PETS

Genetic Savings & Clone
thro uperiar clani
available today; dog cloning unde

Our Clones PetBank Latest Mews
Meet our newest  Gene banking From and
clones for every pet about GEC

Our Clients Emergencies Cat Adoption

and their If your pet dies Ready for ey
exceptional pets unexpectedly Four Lave N
¥et Info Cat Cloning The Dish J
Biopsy infao Mow available Sign up for

& instructions our newsletter

Click here to find out more. ) a4

$32,000 e
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