Lectia 6. Rolul ingineriei genice la animale in
cercetari fundamentale si aplicative

Continuturi:
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2. OMG- modele de cercetare a proceselor biologice

3. Rolul ingineriei genice la animale in cercetari applicative




IMPORTANTA TRANSFERULUI DE GENE LA ANIMALE

. Care este scopul transferului de gene la animale?

CERCETARI FUNDAMENTALE CERCETARI APLICATIVE
Modele de cercetare a proceselor Terapie genica, corectarea unor defecte
biologice, a maladiilor umane genetice
Studiul reglarii functiei genelor la animale Producerea donorilor de xenotransplant
|dentificarea si izolarea a noi gene de Producerea de compusi terapeutici
interes Producerea animalelor cu caractere de
valoare economica

TRANSGENEZA OFERA
UNELE AVANTAJE DE STUDIU FATA DE ALTE MODELE DE STUDIU

AMG- un animal la care a avut loc o modificare in ADN-ul lui nuclear sau mitocondrial (aditia, deletia sau
substitutia unei parti din materialul lui genetic sau insertia de ADN strain realizata printr-o interventie

tehnologica umana deliberata) (Ormandy et al., 2011)



De ce este necesar ca transferul de gene sa fie realizat la
animale?

Procesele biologice nu pot fi reproduse in modele in vitro (interactiunea celula
<-> celula si intre tesuturi).
L Nu toate tipurile de celule pot fi cultivate pe medii de cultura
UStudii ontogenetice necesiti mamifere vii pentru studiul:
- fiziologiei implantarii embrionului
- interactiunii maternale- fetale
- fiziologia nasterii
U Posibilitatea realizarii terapiei genice, xenotransplantare etc.
 Producerea proteinelor in animale transgenice sunt cost-efective

Exemplificare:

Unele proteine umane complexe, cum ar fi anticorpii monoclonali sau factorii sanguini de
coagulare, nu pot fi produse prin ingineria genetica a bacteriilor. Pentru a fi active (mature),
proteinele suporta modificari post-translationale, care nu sunt posibile in bacterii (nu contin
enzimele specifice).

Exemple de proteine recombinante umane produse de animalele transgenice: factori
sanguini, colagen, fibrinogen, hormoni, hemoglobina, serum-albumina, lactoferina, anticorpi
monoclonali, vaccinuri, enzime, factori de cretere etc.



Materialul biologic utilizat in experimentele de inginerie genica la animale include:
A. CELULE EMBRIONARE/ CELULE GERMINALE

in rezultatul tansferului de gene/alogene in ovule si spermatoizi se obtine descedenta
transgenica, care poate fi utilizata in diverse scopuri.

Exemple:

= obtinerea mutatiilor genice pentru a studia structura/functia genelor/transgenelor
= utilizarea animalelor in scop de donori de transplante

B. CELULE SOMATICE

O 1in rezultatul transferului de gene in celule somatice (derivate de la un organism adult tanar)
modificarea genetica va afecta celulele din diferite tesuturi ale animalului dar nu va fi
transmisa in descendenta.

Exemple.
= terapie genica ex vivo

= 1njectarea ADN in tesutul glandei mamare pentru a testa constructul optimal al transgenei

C. CLONE ale ANIMALELOR SUPERIOARE

Exemple.

* mentinerea biodiversitatii genetice — banci de clone

= utilizarea clonelor pentru testarea medicamentelor sau studiul unor maladii reducand astfel
numarul animalelor de experienta

= prin clonare, transplantarea, poate deveni o solutie de succes



Avantajele clonarii in scopuri medicale O
Tratamentul unor boli prin reprogramarea { Ovul anucleat
celulelor epidermei (generand celule ﬂ%. - ﬂ@

pancreatice pentru diabetici, respectiv Tesuturi
neuroni pentru bolnavii de Parkinson etc.) t
si inlocuirea celulelor bolnave cu celule @

noi.

blastomeri
Linii celulare
Modificare l
genetica
Obstacole pentru clonarea celulelor adulte: G @
(1) Program de dezvoltare ireversibil CES mogrioate s

(2) Imprinting (amprentare) genomica,
(3) Scurtarea telomerelor - apoptoza celulara,
(4) Acumularea mutatiilor somatice

DEZAVANTAJELE CLONARII
clonarea ar putea reduce patrimoniul genetic al animalelor

clonarea ar putea avea efecte dezastroase cu implicatii de etica (in cadrul familiei, de
exemplu, un copil nascut prin clonarea tatalui ar putea fi considerat un frate geaman cu
originalul).

https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/B9780323905831000088

https://www.fda.gov/animal-veterinary/animal-cloning/myths-about-cloning#Myth1



Experientele de transgeneza la animale se efectueaza pe diverse specii, de la
nevertebrate pana la mamifere

Exemple de nevertebrate:

Artropode: Drosophila melanogaster

Moluste: Haliotis diversicolor suportexta, Crassostrea virginica, Mulinia lateralis.

Exemple de vertebrate:

in cazul pestilor: Salmo salar, Cyprinus carpio, Carassius auratus, Danio rerio,
Oreochromis niloticus etc.

a amfibienilor: Xenopus laevis s1 X. tropicalis
a pasarilor: Gallus gallus s1 Coturnix japonica

a mamiferelor: soarecii, sobolanii, iepurii, cainii, unele maimue (Callithrix jacchus,
Macaco mulatta), capre, ovine, bovine, porci etc.



2. OMG-modele de cercetare in vivo

Similaritati in caracteristici biochimice si de dezvoltare

Fiziologic: iepuri, caini, maimute, pasari, sobolani, soareci

Dezvoltare: soareci, amfibii, pasari, pesti, nematode (C. elegans)

Genetic: soareci, sobolani, pesti de acvariu (zebrafish), nematode, levuri,

Polidactilie la oameni, soareci si pasari



Animale transgenice — modele de studiu ale maladiilor ereditare umane

Criterii de baza in cercetarea unei maladii genetice:
Qanalize biochimice, histologice, moleculare

Ustudii de inginerie genica genetice - clonare
Utherapie genica/ linii celulare

U Organisme transgenice - model

in scopuri medicale sunt necesare animale transgenice pentru studierea: oncogenelor, antioncogenelor,
a rolului acestor gene in formarea tumorilor, a mecanismelor cancerigenezei §i a altor maladii umane.
Exemple de obiective cu utilizarea AMG:

bovine - obinerea de animale rezistente la encefalopatia spongiforma sau la mastita stafilococica

porcine - obinerea de organe pentru xenotransplantare® la om; model util in studiul deficientelor de eliberare
a hormonului de crestere uman (intalnite in sindromul Turner, intarzieri de cretere intrauterina), tratarea
diabetului sau a unor boli neuro-degenerative umane (boala Parkinson, Hungtinton etc.)

puii - pot fi modele utile in studiul retinitei pigmentare si a bolii Alzheimer

iepurii si sobolanii - modele pentru studiul unor boli umane etc.

primatele Macaca mulatta -model pentru studiul bolii Huntington si Callitrix jacchus pentru studiul bolii
Parkinson

*Porcul pare a fi animal favorit pentru operatiile de transplant de \
organe la om prin faptul ca prezintd anatomie, fiziologie si dimensiuni =~ °\
ale organelor asemanatoare omului, iar cheltuielile de intreinere la
standarde inalte de igiena, sunt mici. Sunt elaborate strategii de
reducere pe termen lung a reactiei de respingere hiperacute.

Unele riscuri (sunt mici) asociate transplantarii de celule si organe de
la animale la om constd in transmiterea unor boli zoonotice grave:
encefalopatia spongiforma bovina, retrovirusurii endogeni porcini).
Sunt probleme in curs de cercetare.



Soarecii — cel mai utilizat model de cercetare a mamiferelor

sunt posibile diverse manipuldri genetice (insertii, aditii, deletii ADN)
timp de gestatie scurt (18,5 — 21 zile)

prolificitate buna, sunt usor de intretinut,

sunt obtinute si descrise multe linii mutante

cel mai bine caracterizat mamifer cu carcateristici apropiate cu cele ale organismul
uman

animal de laborator cel mai accesibil pentru studii de genetica biomedicala

Dizavantajele utilizarii soarecilor In cercetari genetice

genom compartiv mare (este dificil de a fi testat in unele experimente)
perioada de gestatie lunga in comparatie cu nevertebratele; insecte, viermi

inaccesibilitate de observare/manipulare a embrionului/fatului comparativ cu alte specii
vertebrate, in special, pasari

costisitor (mediile de crestere)




Soarecii transgenici — modele genetice

In cazul depistarii si localizarii in genomul uman a unei gene tinti care provoaci o maladie,
pot fi create doua tipuri de animale modele:

esoareci cu o transgena functionala si

esoareci cu o gena inactivata/ silentiata

Primul tip de soareci reprezinta organisme transgenice clasice, in al caror genom este
introdusda o gena umand responsabild pentru aparitia si dezvoltarea unei anumite boli
ereditare.

Pana in prezent la soareci au fost obtinute prin targeting numeroase mutatii. De exemplu
obiectivele unui transfer de oncogene cu diferite elemente reglatoare la soareci prevad
studiul:

ecxpresiei genelor in diferite celule §i fesuturi;

enivelul de expresi a genelor in functie de numarul de copii in genom,

ecvolutia bolii.

Al doilea tip de animale-modele reprezinta soareci la care este blocata prin knock-out gene
similare (ortologe) cu cele umane. Se urmaresc consecintele knock-out-lui, studiindu-se astfel
functiile genei respective.

Au fost inactivate gene care intervin in procesul de crestere, in oncogeneza, in sinteza
hormonilor etc.




Exemplu: Epidermolysis Bullosa Simplex (EBS) - afectiune genetica, piclea este foarte
fragila cu vezicule si eroziuni ca raspuns la traume minore

Este determinatd de mutatii ale genei KRTS sau KRT14, sinteza proteinelor numite keratina 5 si keratina 14 cu rol in
conferirea rezistentel epidermei. Mutatiile din gena KRTS sau KRT14 impiedica proteinele de keratina sa se aduna in retele
puternice, determinand celulele din epiderma sa devina fragile si usor deteriorate.

stratum
; corneum
; epidermis
Mouse Model for dermis
Epidermolysis Bullosa

Simplex (EBS): inducible
Mouse Model for
Epidermolysis Bullosa

Simplex (EBS)

Formarea de vezicule a fost
indusa pe laba dreapta prin
tratament topic cu un inductor




Pentru studiul unor boli umane exista in prezent diverse modele:

d

a

a

oo

soarece SIDA - primul soarece HIV a fost obinut in 1991, iar in prezent exista peste 30
astfel de modele, care exprima proteine HIV-1 s1 dezvolta simptome de imunodeficienta
asemanatoare cu SIDA la om;

soarece Alzheimer - diverse modele pentru patologia amiloida, pentru preseniline
(proteine transmembranare multi-pas care constituie subunitatile catalitice ale complexului
proteaza intramembranara gamma-secretaza asociate cu forme precoce ale bolii Alzheimer
) etc.

onco-soarece (soarece patentat de Compania DuPont, contine o oncogena umana activa,
fiind introdusa intr-un stadiu embrionar timpuriu se asigura prezenta genei in toate celulele
animalului);

soarece tanar (care traieste cu 20% mai mult decat cel obinuit),

super-soarece (soarece de dimensiuni mult mai mari decat cel obinuit);

modele de soarece transgenici pentru studiul angiogenezei (inhibarea angiogenezei pare a
fi o cale in noile terapii impotriva cancerului), pentru studiul diabetului etc.

De perspectiva pentru modelarea unor boli umane par sa fie si alte doua specii: iepurii §i
sobolanii.

Prin aditia sau deletia unor gene din genomul animalelor de experienta se pot obtine
informatii importante despre activitatea acestora in norma si in dezvoltarea unor patologii
umane - informatii necesare pentru modul de a trata aceste boli.



ELUCIDAREA FUNCTIILOR S| MECANISMELOR DE REGLARE A GENELOR

Metodologii bazate pe strategii de mutageneza tintita (knock-out, ARN de interferenta etc)

Principiul general - genele responsabile pentru un anumit fenotip pot fi identificate prin
analiza unor forme mutante a fenotipului determinate de gene inactive

Mutageneza tintita (knock-out):
copia normala (N) a unei gene este inlocuita cu o alela mutanta prin procesul numit
recombinare omologa.

Chromosomal DNA

Se poate obtine: —

Qinactivarea (knock-out ) unei gene, organismul
fiind lipsit de produsul de expresie genica, Vector DNA

X X
—
fenotipul exprima pierderea unei funciii -loss of ’- .\

function Homologous

recombination
Hobtinerea unei functii (gain of function) se

poate realiza prin introducerea unei transgene, . _Chromosomal DNA
modificarea structurii unei gene mutante. e/

Gene is disrupted

Diferenta dintre tehnologia knock-in si tehnicile transgenice clasice este ca in knock-in gena este inserata intr-un
locus specific, este o insertie ,,tintita”.



Abordari diferite in obtinerea modelului de studiu
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Obtinerea CES mutante
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Problema: ? Recombinarea aleatorie neomologa este foarte frecventa
Solutie:
Constructia unor vectori de inlocuire (knock-out construct) cu 2 gene marcher
1) Neor gena flankata de doua segmente ale genei tinta si
2) gena HSVtk, care converteste gancyclovir intr-un compus toxic pentru celulele care
contin aceasta gena - HSVtk+

T -
CES sunt selectate pentru integrarea segmentului Neor si neintegrarea secventei HSVtk (Neo T/ HS VK )
rezistenta la gancyclovir

Integrare

Recombm:ire / \ randomizata
omoloaga

T e

| i

Ne0r+/ HSVtk ~ Neor+/ HSVtk+
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Obtinerea CES mutante

1-obtinerea constructului genic knock-out
2- insertia directionata a constructului
genic in celule CES

3-selectia CES mutante

4 — transgeneza mediata de CES




Generalizare — obtinerea animalelor knock-out

* CES sunt izolate din blastocisti
- Alelele mutante ale genei tinta sunt introduse in CES

- Selectia CES care contin constructul knock-out. Deoarece recombinarea
non-omologa are loc de 1000 -10000 de ori mai frecvent decat cea omologa
este necesara selectia pozitiva (pentru gena neo) si negativa (pentru gena
HSVtk).

« CES cu gena tinta inactivata sunt transferate in embrioni de soarece pentru
a genera descendenti knock-out.

-obtinerea animalelor mutante homozigote pentru gena studiata (fransgeneza
mediata de CES)

Diferite modele knock-out :

knock-out conventional, tesut — specific, {esut - specific cu control temporal



BIROLUL INGINERIEI GENETICE LA ANIMALE IN CERCETARI APLICATIVE

Corectarea unor defecte genetice- terapie genica
Producerea de compusi terapeutici

Producerea donorilor de xenotransplant

Producerea animalelor cu caractere de valoare economica

TERAPIA GENICA (TG) in ,,corectarea” sau tratarea unor boli

JJerapie genetica” - tehnica care permite corectarea unei boli genetice prin introducerea unei gene
functionale intr-un organ n scopul compensarii prezentei unei gene endogene inactive/cu functie afectata.

Aportul ingineriei genetice in corectarea sau tratarea unor boli la om poate fi semnificativ. Prima incercare de
TG la om (1989) a demonstrat posibilitatea de transfer a genelor cu ajutorul retrovirusurilor la 5 pacienti cu
melanom. Dupa 1989 s-au facut peste 1000 de incercari de terapie genica la om (majoritatea in SUA), pentru
transferul genelor sanatoase in celulele bolnave, fiind utilizati vectori virali.

Se apeleaza la Terapia genica in cazul unor boli umane la care nu exista alte optiuni de tratament, in special
pentru boli monogenice si mai putin pentru boli complexe, poligenice.

Tehnici ex vivo de terapie genica sunt explorate in terapia cancerului. Se urmareste: stimularea sistemului
imunitar in lupta cu celulele tumorale; blocarea oncogenelor si activarea antioncogenelor; sensibilizarea
celulelor tumorale la unele toxine (,,otravirea” tumorilor prin transferul in tumori a unor gene ,,sinucigase”)
ete.



Exemplu de aplicare a TG in tratarea mucoviscidozei sau fibroza chistica (boala monogenica ce
afecteaza cca 1/2500 din nou-nascuti). Cauza bolii este o mutatie (o deletie) a genei CFTR care codifica o
proteind transmembranara cu functie in transportul de ioni (Cl/Na). Boala consta in inflamarea progresiva
a cailor bronho-pulmonare si a altor organe, fapt ce duce la insuficienta respiratorie severa si la
moartea indivizilor afectati, intr-un procent ridicat, pana la varsta de 30 de ani.

Varlant CFTR
Chromosome 7 Organs affected In cystic fibrosls Wild type CFTR (Gly551Asp mutation)
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tulburarilor in diferentele de potenial membranar si de transport al ionilor.

In studii in vive de transfer al genei CFTR (cu ajutorul adenovirusurilor), in celulele pulmonare la soarece,
proteina CFTR a fost sintetizata cateva saptamani de catre celulele epiteliului respirator. Astfel de incercari in
vivo s-au efectuat si la om (2012), gena fiind transferata pacientilor prin intermediul adenovirusurilor in
aerosoli. Cand ADN viral s-a inserat in epiteliul nazal s-a inregistrat o reducere semnificativa a
inflamatiei (efect local), dar nu s-a reusit transferul genei in celulele epiteliului pulmonar, de ex.



. . . A Human Immunodeficiency Virus (virusul imunodeficientei umane),
Exemplu’ terapla genica (TG) In tratarea reprezinta doua specii de Lentivirus din subgrupul retrovirusurilor, HIV-

infectiei si bolii cu virusul HIV 1 si HIV-2, care cauzeaza la om sindromul imunodeficientei
dobandite, SIDA.

Eficienta terapiei actuale a infectiei si bolii cu HIV este limitata datorita:
U necunoasterii mecanismelor moleculare declansate de infectia cu HIV
U ratei mare a mutatiilor virale si rezistentei la medicamente

TG are ca obiectiv inhibarea replicarii virusului HIV si blocarea evolutiei infectiei spre stadiul de

= crearea prin TG a unor populatii de celule ale gazdei - rezistente la infectie - care sa se multiplice,
similar unor clone naturale de celule ale organismului. Acest deziderat a fost denumit drept ,,imunizare
intracelulara”

= utilizarea TG pentru eliminarea selectiva din organism a celulelor infectate cu ajutorul unor toxine-
tintd sau prin cresterea raspunsului imun al organismului fata de virusul HIV.

De ex. obtinerea unui vaccin cu ADN viral recombinant (insertia de gene anti-HIV in genomul celulei).

Situsurile principale pentru replicarea HIV sunt structurile limfoide sau cele mieloide: limfocitele CD4+,
macrofagele, monocitele. Deoarece celulele stem pluripotente genereaza atat celule de origine limfoida,
cat s1 meloida, toate celulele-gazda pentru HIV pot deveni rezistente sau refractare la replicarea acestuia
cu conditia ca genele antivirale sa poata fi transferate eficient in celulele stem.

In 2011 s-au obinut si pisici GFP pentru a identifica tratamente impotriva HIV (SIDA), virusul
imunodeficientei feline (FIV) fiind inrudit cu HIV.


https://ro.wikipedia.org/w/index.php?title=Lentivirus&action=edit&redlink=1
https://ro.wikipedia.org/wiki/Retrovirus
https://ro.wikipedia.org/wiki/HIV2
https://ro.wikipedia.org/wiki/SIDA

ANIMALE TRANSGENICE - PRODUCERE DE COMPUSI TERAPEUTICI

Rationament

Clonarea genelor pentru proteine umane in celulele bacteriene este un proces instabil, din cauza
mutatiilor care au loc in celulele bacteriene si este costisitor. Sinteza microbiologica a
proteinelor umane are si alte dezavantaje :

eanumite proteine, datorita complexitatii lor nu se sintetizeaza in bacterii;

ecelulele bacteriene nu au complexul enzimatic (specific eucariotelor) pentru modificarile
posttranslationale (fosforilare, glicolizare) ale proteinelor sintetizate;

eunele tulpini bacteriene utilizate drept gazde pentru clonare produc cantitati mari de proteaze
care distrug proteinele sintetizate,

Obtinerea unor animale transgenice, al caror sange sau lapte ar fi o sursa de proteine
umane reprezinta una din preocuparile majore ale specialistilor din ingineria genetica.

Producerea medicamentelor pe baza proteinelor umane se realizeaza in urmatoarele etape:

ese creeaza constructil genetice cu gene umane si se testeaza pe animale de laborator;

ese obtin animale transgenice;

edin laptele produs de animale se extrag proteine umane pentru producerea preparatelor farmaceutice.

Spre exemplu, doud vaci transgenice pot asigura tot mapamondul pe un an cu factorul VIII, producdand 6 kg
produs / 6.000 litri, 15-20 vaci transgenice — cu factorul IX; 500 de vaci transgenice pot asigura cantitatea
necesara de fibrinogen (3 tone / an); o singura oaie transgenica de la care se obtine 35g produs / litru de
lapte, produce in doi ani si jumatate 5 kg de o ,-antitripsina.

Au fost obtinute animale transgenice (iepuri, oi, porci, capre) care secreta in lapte interleukina,
somatotropina, y-interferon, somatostatina, lactoferina, urokinaza, unele imunoglobuline.



Proteine recombinant produse de iepuri transgenici
(Wang et al., 2013)

Proteina

Promotorul

Nivelul proteinei
exprimate

Referinte

ol-antitripsina umana

ADN o l-antitripsing
umana

1 g/L in plasma

Massoud et al., 1991

o -glucozidaza umana osl-cazeina bovina 8 g/l Bijvoet et al., , 1999
N-acetil-p-glucozaminil ND Jongen et al., 2007

Inhibitorul C1 uman ND ND Koles et al., 2004

Factorul VIII uman de PAZ soarece ND Hiripi et al., 2003

coagulare

PAZ soarece

0,005-0161 /L

Chrenek et al., 2007

PAZ iepure 0,0000003 /L. Rodriguez et al., 1995
PAZ iepure ND Massoud et al., 1996
Eritropoietina umana p-lactoglobulina bovina 0,5 g/l Korhonen et al., 1997
PAY iepure ND Aguirre et al., 1998
PAY iepure 60-178 UL Mikus et al., 2004
S0D extracelulard umana | PAZ soarece 3 o/L Swromgvist et al., 1997
PAY soarece 0,000012 o/L. Limonta et al., 1995
Hormonul de crestere PAZ sobolan 0,5-1.0 g/LL Lipinski et al., 2003
uman PAY =zobolan 0,010 g/LL Lipinski et al., 2012
Interleukina-2 umana p -cazeina de iepure 0,0005 g/l Buhler et al., 1990
osl-cazeinid bovini 1 o/ Brem et al., 1994
Factorul de crestere uman | asl-cazeina bovina 0.3 o/l Wolf et al, 1997
insulin-like osl-cazeina bovina 0,678 g/ Zinovieva et al., 1998
Factorul P de crestere a osl-cazeina bovina 0,25 o/ Coulibaly et al., 1999
nervilor la om Adenoviral 0,346 /L. Xiao et al., 2008
Activatorul plasminogen osl-cazeina bovina 0,00005 g/L Riego et al., 1993
tisular (tPA) uman
Chimozinul bovin asl-cazeina bovina 1,5 o/ Brem et al.. 1995
Hormonul de stimulare osl-cazeini bovini 0,1 o/ Coulibaly et al., 2002
foliculara bovin
Gonadotropina corionica PAYZ iepure 0,022 g/L. Galet et al., 2001
ecvina
Calcitonina de somon [} —lactoglobulina ovina 2,1 g/l McKee et al., 1998

Proteina C umana

PAY soarece

0.0000001-0,0000003 o/L.

Dragin et al., 2005

Fosfataza alcalina
nespecifica de esut

PAY umana

ND

Bodrogi et al., 2006

Lactoferina umana Adenoviral 2.3 o/l Han et al., 2008
Interferon beta uman ND 2,2-7.2 x 107 TU/L Khodarovich et al., 2008
Antitrombina umana Adenoviral 4.8 o/ Yang et al., 2012

ND — ne-disponibil; SOD — superoxid-dismutazi; PAZ — proteina acida din zer




Sunt trei aprobari pentru proteinele umane terapeutice produse de AMG

O capre producitoare de ATrynl® [antitrombina-III SERPINC1], aprobata pentru tratarca
deficientel ereditare de antitrombind de Comisia Europeana in 2006 si de FDA in 2009

U iepuri care produc RuconestTM [Rhucin® in afara Uniunii Europene (SERPING1)],
aprobat pentru tratarea angioedemului ereditar in 2014

O pui care produc KanumaTM [lipaza A, tip acid lizozomal (LIPA)] in oua, aprobate in
2015, pentru tratamentul pacientilor diagnosticati cu deficit de lipaza acida lizozomala

Alison L. Genetic Engineering of Livestock: The
Opportunity Cost of Regulatory Delay. Annual Review
of Animal Biosciences. Vol. 9:453-478 2021

FDA [US Food and Drug Administration] https://www.fda.gov/

Domeniul de aplicare a autoritatii de reglementare a FDA este foarte larg. Responsabilitatile FDA sunt strans legate de cele
ale mai multor alte agentii guvernamentale. Misiune - protejarea sanatatii publice prin asigurarea sigurantei, eficacitatii si
securitatii medicamentelor de uz uman si veterinar, produselor biologice, dispozitivelor medicale, asigurarea sigurantei
aproviziondrii cu alimente, cosmetice si alte produse etc.



ANIMALELE TRANSGENICE - DONORI DE XENOTRANSPLANT

Xenotransplant — transplant de origine animala, reprezinta un obiectiv intens studiat in medicina.

In opinia mai multor chirurgi, xenotransplanturile ar putea constitui o solutie temporara pani la gisirea unui
organ uman. De ex. in experiente realizate in 1984, o fetitd a trdit 20 de zile cu inima unui babuin, iar un alt
bolnav a trait cu un rinichi transplantat de la babuin 9 luni.

O solutie pentru a evita respingerea transplantului - crearea porcilor transgenici, la care prin knock-out sunt

.....

g, w0

In mai multe tari, dupa anii 2000, s-au crescut porci transgenici (GFP marcher de localizare pe cromozomi)
pentru studiul posibilitatilor de transplantare de organe la om in scop de regenerare a celulelor fotoreceptor
oculare, a celulelor neuronale din creier, pentru medicina regenerativa via celule stem, pentru studiul unor
boli etc. Au fost obinui porci GFP in SUA (2000), in Coreea (2002), Taiwan (2006), China (2008) Japonia
(2009).

ANIMALELE TRANSGENICE — DONATORI DE SANGE UMAN

O realizare remarcabila in transgeneza la animale ar fi obtinerea animalelor modificate genetic
donatoare de sange oamenilor.

Au fost creati porci transgenici sanatosi cu o gena himera umana alcdtuita din: elemente reglatoare ale
genei B-globina; gena o,-globina;gena PA-globina. In urma expresiei acestei constructii genetice in celulele
sanguine ale porcilor se sintetizeazd hemoglobina umana care are aceleasi proprietati chimice ca si
hemoglobina sintetizatd in organismul uman. Hemoglobina umana poate fi purificatd ulterior de hemoglobina
porcilor prin metode de cromatografie. Rezultatele obtinute demonstreaza, in principiu, posibilitatea
inlocuirii sangelui uman folosit pentru transfuzii, cu hemoglobina umana obf{inutd prin transgeneza la
animale.



testis epididymis placenta brain

Among its many functions, the ubiquitin-proteasome system regulates substrate-specific proteolysis during the cell cycle,
apoptosis, and fertilization and in pathologies such as Alzheimer’s disease, cancer, and liver cirrhosis.

A) Donor cell fibroblast expressing the PSMA1-GFP fusion protein; note the accumulation of GFP fluorescence in the nucleus. (B) Hatching in vitro blastocyst
on day 6, obtained by nuclear transfer from the donor cell fibroblast line shown in A. (C) Minnesota miniature pig cloned from fetal fibroblasts expressing GFP-
labeled proteasomes, the founder of the PSMA1-GFP line. (C, i and ii) Sequential photographs of the head taken with conventional (i) and black light (ii)
illumination. (C, iii) The whole body photographed at 2 wk of age. (D) PSMA1-GFP fluorescence in various tissues collected from newborn positive clones.
Prominent green fluorescence is seen in the spermatogonia within the newborn seminiferous tubules (D, i), in the principal cells of the epididymis (D, ii), in the
placental cell nuclei (D, iii), and in the nuclei and axons of some of the neurons in the brain (D, iv).

Edward L. Miles, Transgenic pig carrying green fluorescent proteasomes
2013 https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1220910110



https://www.pnas.org/doi/10.1073/pnas.1220910110#con1

INGINEREIA GENICA IN PRODUCEREA ANIMALELOR CU CARACTERE DE
VALOARE ECONOMICA

O Animale transgenice cu o productivitate inalta si o calitate ameliorata a productiei.

S-a realizat transferul genei pentru hormonul uman de crestere (HGH ,,human growth hormone”) la diferite
specii de animale de ferma (porci, o1, iepuri). AMG cu gena HGH au o capacitate de a valorifica mai bine
furajele si cresc mai rapid. Pasarile transgenice au un randament inalt de asimilare a hranei, un continut
redus de grasimi si colesterol 1n oua si o carne de calitate superioara.

JAnimale transgenice in industria laptelui. Din continutul total de proteine din lapte 80% constituie
cazeinele (a-S;cazeina, o-S, cazeina, B-cazeina, k-cazeina etc.) sintetizate de alele multiple (circa 20).
Calitatea si cantitatea de cascaval produs depinde de tipul de cazeine din lapte. Laptele cu varianta de «-
cazeina are un timp de coagulare si de inchegare a cascavalului mai mic, cantitatea produsa de cascaval este
mai mare, iar cagcavalul este mai gustos.

Au fost create oi transgenice cu gena himozinei (necesar in producerea cascavalului cu cheag tare), de la
vitele cornute mari. De la o singura oaie in perioada unei lactatii, se poate obtine 30 grame de ferment,
cantitate necesara pentru a precipita cazeina in 300.000 kg de lapte, din care se obtine 30 tone de cascaval.

O alta perspectiva in industria laptelui - ob{inerea prin transgeneza a animalelor care produc lapte fara
lactoza. Laptele fara lactoza - un produs cautat pe piatd de persoanele alergice. Transgeneza se realizeaza
prin expresia genei lactazei sau inactivarea genei pentru fermentul a-lactalbumina (catalizator al sintezei
lactozei) in celulele glandei mamare la animale.

L Animale transgenice producitoare de lapte ,,cu componente umane”. Continutul de B-lactoglobulina
in laptele de vaca este cu mult mai mare decat in laptele uman si poate provoca alergii la copii sugari. Prin
knock-out-ul genei pentru B-lactoglobulind se pot obtine vaci transgenice care nu secreta in lapte aceasta
proteina.

O proteina de care depinde valoarea nutritiva a laptelui este lactoferina. Pe baza lactoferinei se prepara
diferite medicamente, suplimente alimentare. Gena umana pentru lactoferind a fost transferata la vaci.



O Pisici hipoalergenice, la care s-a blocat gena ce codifica proteina Feld1, un alergen major

(2011).
O Viermi de matase transgenici, care produc in coconii lor procolagen uman de tipul III

(2002).
O Tantari transgenici ,,rezistenti la malarie” - tAntarilor masculi din specia Aedes aegypti
(purtatori ai virusului febrei Dengue), 1i s-a inserat o gena letala cu scopul reducerii (cu 80%)

populatiei de tantari (2010).

O Pesti transgenici — somoni care produc hormoni de crestere tot anul, pesti mai rezisteni la
frig etc.

Somonul AquAdvantage cu crestere rapida este singurul AMG aprobat pentru a fi utilizat
in alimentatie, fiind comercializat.

?GloFish” -pestele zebra, Danio rerio, modificat genetic prin insertia genei GFP — folosit ca
senzor ecologic, is1 schimba culoarea in prezena poluantilor. GloFish a inceput sa fie
comercializat in SUA in 2003 ca peste ornamental. Animal transgenic aprobat de US FDA
pentru a f1 "utilizat” de catre om; exista variante ale genei gfp si de aceea si culorile acestui peste
pot varia de la galben fluorescent, la rosu fluorescent,

Alison L. Genetic Engineering of
Livestock: The Opportunity Cost of
Regulatory Delay. Annual Review of
Animal Biosciences. Vol. 9:453-478 2021

Genetically Engineered Animals: From Lab
to Factory Farm, 2019.




Species Transgene Origin Trait/goal Year
Cﬂtt|E| Lysozyme (L¥Z), lactotransferrin Human Milk compositon, animal | 2002,
(LT health, mastoas 2011
Exemple de resistance
AMG pentru Prion protein (PRNP) Knockout Animal health 2007
B-, k-Casein (LCSN2, CSN7T) Bowvine Milk composition 2003
hrana Si alte Omega-3 farty acid desaturase far-1 Nematode Milk composition 2012
N G-I
utlllzarl B-Casein (CSN2) miRINA Bovine Milk compositon 2012
. Lysostaphin (fss) Bacterial Mastids resistance 2005
angCOle Spl110 nuclear body protein (Spl10) Murine Bovine tuberculosis 2015
resistance
Myostatin (MSTN} shRINA Knockout Increased muscle yield 2012
Chicken Subgroup A avian leukosis virus Viral Disease resistance 1989
envelope glycoprotein
Influenza A virus polymerase shRINA Viral knockout Disease resistance 2011
B-Galactosidase (lac”) Bacterial Animal health 2003
Carp Growth hormone (GHT) Mouse-human Growth rate 2005
Lactotransferrin (L.7F) Human Disease resistance 2004
Cartfish Cecropin-B (CecE) Insect Disease resistance 2002
Goat Lysozyme (LYZ) Human-bovine Animal healch 2006
Stearoyl-CoA desaturase (Sed) Bovine-rat Milk composition 2004
Lactoterrin (LTF) Human Prophylactic treatment 2008
Defensin p 103A (DEFB103A4) Human Milk composition 2013
Myostatin (MSTN) shRNA Knockout Increased muscle yield 2013
Prion protein (PRNP) shRINA Knockout Animal healch 2006
Omega-3 farty acid desaturase far-1 Nematode Milk composition 2018
(fat-1)
Pig Phytase (appA) Murine-Escherichia Feed uptake, decreased 2001
coli phosphorus in manure
Growth hormone (GHT), growth Human/murine- Growth rate 19689,
hormone-releasing hormone porcine/human 1990,
(GHRH), insulin-like growth factor 1999
1 (IGFT)
SKI proto-oncogene (SKI) Chicken Muscle development 1992
Lysozyme (LYZ) Human Piglet survival 2011
Delra(12)-farry-acid desarurase Spinach Mear composition 2004

FADZ2-like (LOCI 10785100




Species Transgene Origin Trait/goal Year
Foot-and-mouth disease virus FMDV Knockout FMDV resistance 2015
(FMDV) antviral small hairpin
RINAs (shRINAs)
Uncoupling protein 1 (Uepl) Murine Enhanced 2017
thermoregulation
Classical swine fever virus (CSFV) CSFV knockout CSF resistance 2018
antiviral small hairpin RNAs
(shRINAs)
Sheep Growth hormone (GH), growth Murine/ovine- Growth rate 1989,
hormone-releasing hormone ovine/bovine/ 1998
(GHRI) human
Alison L. Et al. Genetic Engineering of Insulin-like growth factor 1 (IGFT1), Murine-ovine, Wool growth 1996,
Livestock: The Opportunity Cost of keratin intermediate filament type 11 ovine 1998
Regulatory Delay. Annual Review of (KRT2.1tT)
Animal Biosciences. Vol. 9:453-478, 2021 Visna-maedi virus envelope protein Viral Disease resistance 1994
https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10. (env), rev protein (rev)
1146/annurev-animal-061220-023052 Omega-3 fatry acid desaturase fac-1 Nematode Meat composition 2013
(far-1)
Prion protein (PRNF) Knockout Animal health 2001
Immunoglobulin « and k chains Murine Disease influenza 1991
against phosphorylcholine resistance
Salmon Growth hormone 1 (ghl) Piscine Growth rate 1992
Lysozyme (Jy=2) Piscine Animal health 2011
Liver-type antifreeze protein Piscine Cold tolerance 1999
(wflAFP-6)
Tilapia Growth hormone 1 (ghl) Piscine Growth rate 1998
Trout Follistatin (fir) Piscine Muscle development 2009

In prezent, putin se cunoaste despre genele care influenteaza cresterea animalelor, eficienta cresterii,

adaptarea mediului, compozitia carnii, laptelui sau oualor sau rezistenta la bolile animalelor.

Progresul in secventierea genomurilor animale asigura cercetarile transgenezei sau editarea genomului la
animale. Au fost secventiate genomuri de pui, porcine, bovine, capra, ovine, somon. Aceste date sunt
utilizate pentru a implementa selectia genomica (selectia animalelor de elitd) la scara mare.



https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10.1146/annurev-animal-061220-023052

Editarea genomului permite modificarea fara a insera neaparat material transgenic.
Editarea genomului ofera o abordare eficientd pentru a introduce variatii genetice utile in

programele de crestere a animalelor prin inactivarea tintita a functielr genelor si/sau prin
introgresia alelelor.

Cercetatorii au produs deja mai multe animale de ferma prin editarea genomului pentru

aplicatii de cercetare biomedicala, precum si in scopuri agricole.

Exemple de animale care nu poarta secvente straine de ADN:

O porci knockout CD163 rezistenti la virusul sindromului reproductiv si respirator PRRS

O oi, capre si bovine knockout a genei pentru miostatine, cu un randament crescut de muschi
slab/fara grasimi;

O ovine knockout FGF5 cu lungimea lanii si productivitate crescuta

O prin substitutii de alele intraspecifice au fost obtinute vaci de lapte fara coarne datorita
substitutiei la locusul POLLED si prin insertii intraspecifice de gene au fost obtinute bovine

cu rezistentd crescuta la tuberculoza din cauza 1nactivarii genet  bovine
SLCI1AT(NRAMP1).

Exemple de animale cu genomul editat si care contin ADN transgenic de la o alta specie:
porcii domestici (Sus scrofa) care poartd o alela ortolog RELA de la fococele africane
(Phacochoerus africanus), pentru imbunatatirea rezistentei la pesta porcina africana (PPA) si
porcii rezistenti la virusul pestei porcine clasice purtand microARN antiviral (hairpin RNAs).

Phacochoerus africanus - porc alergator, sau facocer este un
membru sdlbatic a familiei de porci Suidae, raspandit in

Alison L. etal. 2021 pasuni, savane si regiuni paduroase din Africa.

https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10.
1146/annurev-animal-061220-023052



https://www.annualreviews.org/doi/pdf/10.1146/annurev-animal-061220-023052
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How gene editing combined with gene drive system could drive a trait through a herd of animals, from
Gonen et al 2017.. (a) Inheritance with genome editing and (b) inheritance with genome editing with gene
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Concluzii generale

v' Animalele modificate genetic au fost raportate pentru prima data in 1985, dar pana in prezent
a fos aprobat doar un un singur AMG in calitate de aliment MG - somonul AquAdvantage.

v" Sunt trei aprobdri pentru proteinele umane terapeutice produse de AMG: capre producitoare
de ATrynl1® [antitrombina-III SERPINC1)], iepuri care produc RuconestTM aprobat pentru
tratarea angioedemului ereditar si pui care produc KanumaTM [lipaza A, tip acid lizozomal
(LIPA)] in oua, aprobate pentru tratamentul pacientilor diagnosticati cu deficit de lipaza acida
lizozomala.

v Un numar mic de animale transgenice sunt folosite pentru a testa functia si reglarea genelor
(cu exceptia studiilor de xenotransplantare).

v' Existd nenumarate cauze pentru lipsa de progese mari in obtinerea si utilizarea AMG:
probleme tehnice, structura industriilor zootehnice, lipsa finantarii si investitiilor publice in
cercetare, obstacolele de reglementare si preocuparea fata de opinia publica.

v' Editarea genelor/genomului pana in prezent a vizat trasaturile ce tin de sanatatea si bunastarea
animalelor, calitatea produsului si randamentul - obiective comune cu cele ale programelor
traditionale de reproducere si selectie. Similar altor abordari de inginerie genetica,
posibilitatea ca ameolioratorii de animale vor folosi editarea genomului in programele
comerciale de ameliorare genetica a animalelor de ferma, va depinde foarte mult de deciziile
globale privind cadrul de reglementare.



Baza de date a genomului soarecelui (MGD; http://www.informatics.jax.org) este resursa genetica si
genomica a organismului model pentru soarecele de laborator. MGD este sursa autorizatd pentru seturile de
date biologice de referintd privind genele la soarece, functiile genelor, fenotipurile si modelele de boli umane
dezvoltatea la soareci. MGD este sursa principald pentru nomenclatura oficiald a genelor, alelelor si

variantelor de soarece, bazatd pe liniile directoare stabilite de Comitetul international pentru nomenclatura
standardizata pentru soareci.

http://www.informatics.jax.org/
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