Bases Moleculares de las Enfermedades Genéticas

a). Determinantes de la expresién fenotipica
i). Naturaleza de la mutacién
ii). Fondo (Background) Genético
iii). Influencias ambientales
b). Tipos de mutaciones que afectan a los genes
i). Mutaciones en secuencias reguladoras
mutaciones en el promotor de factor IX
ii). Mutaciones que afectan a la secuencia de proteina
mutaciones en B-globina
iii). Mutaciones en gran escala
delecciones B-globina
delecciones distrofina
iv). Mutaciones por expansion de repeticiones
de trinucléotidos
Trastornos neuropsiquiatricos

Determinantes de la expresion fenotipica

+ Naturaleza de la mutacién
diferentes mutaciones en el mismo gen (diferentes alelos enfermos)
pueden dar fenotipos mas o menos severos dependiendo de los
efectos que tengan las mutaciones en la expresion del gen
o en la funcion de la proteina

« Background genético (Fondo genético)
dos individuos de una misma familia atin teniendo el mismo alelo
enfermo, sin embargo, tendran ciertamente un montén de genes
distintos (a no ser que sean gemelos idénticos) y la expresion de
estos genes de fondo puede influenciar el fenotipo
enfermo manifestado.

*Factores ambientales

Factores como el estilo de vida, la dieta, y la exposicion a
toxinas ambientales pueden afectar al fenotipo enfermo

Naturaleza de la mutacion

« i). Mutaciones en secuencias reguladoras
mutaciones en el promotor de factor IX

. ii). Mutaciones que afectan a la secuencia de proteina
mutaciones en B-globina
. iii). Mutaciones en gran escala

delecciones B-globina
delecciones distrofina
. iv). Mutaciones por expansion de repeticiones de
trinucléotidos
trastornos nueropsiquiatricos

Mutaciones reguladoras

El gen del factor IX
* localizado en el cromosoma X
* region transcrita >32,700 bp, con 8 exones

Promotor del gen del Factor IX
« Sitios reguladores de union de TF: receptor de andrégenos y HNF4
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AR HNF4

« AR = receptor androgeno
« dedos de zinc superfamilia nuclear de factores de transcripcion
* une andrégenos
« andrégenos aumentan en la pubertad

* HNF4 = factor nuclear de hepatocitos-4
» dedos de zinc superfamilia nuclear de factores de transcripcion
« ligando desconocido - por tanto es un receptor “huerfano”
* HNF4 se expresa en el desarrollo temprano y en el higado adulto

» mutacion a -20 resulta en

Hemofilia B Leyden en la que

la hemofilia mejora en la pubertad
cuando aumentan los niveles de andrégenos

-36 =27 =22 -15 [

AR HNF4

« mutacion a -26 resulta en

Hemofilia B Brandenburg

en la que los niveles de factor IX permanecen bajos
incluso en la pubertad

Expresion durante el desarrollo de las hemoglobinas

« hemoglobinas embrionarias
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a « la disposicion de los genes A y
282 de los genes P reflejan el orden de la expresién
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Trastornos genéticos de las hemoglobinas

« variantes estructurales (hemoglobinopatias)
 Anemia falciforme
« afecta codon 6 de B-globin
* GAG (glutamico) a GTG (valina)
« anemia falciforme
» hemoglobina C
« affecta a codon 6 de 3-globin
* GAG (glutamico) a AAG (lisina)
« anemia hemolitica poco severa

« Talasemias (disminucién produccién de cadenas - o B)

« Persistencia hereditaria de hemoglobina fetal (HPFH)

Delecciones en el locus de las globinas

* sobrecruzamiento desigual
* O-talasemia
« los dos genes de O-globina se originaron por duplicacién
génica: y son casi idénticos
« recombinacion por sobrecruzamiento desigual da lugar a la
pérdida de uno de ellos
« la herencia del cromosoma con la deleccion da lugar a O-talasemia
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« pérdida de los genes de O-globin da lugar a diferentes formas de Q-talasemia
con diferente gravedad dependiendo del nimero de genes
que se pierdan en la recombinacion
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% normal

%H: o2-tal ia (portador silente)

{ =}

_ O1-talasemia (anemia no significantiva )
=

Enfermedad Hb H (anemia leve a severa)

hydrops fetalis (muerte fetal o perinatal)

Delecciones en el locus de las globinas
« sobrecruzamiento desigual
» hemoglobina Lepore (B-talasemia)
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» recombinacion por sobrecruzamiento desigual da lugar a la

fusién de los genes - and B- por la alta homologia de los

Oy B: (los genes son ~90% homologos)

« la consecuencia es una B-talasemia severa por disminucién de la
sintesis de la proteina de fusién Of (por la debilidad

del promotor de &-globin)

« grandes delecciones (con fenotipo escaso o nulo)

« O-tal ria -- comper por sintesis de cadena Y
* HPFH -- compensada total ite por por sintesis de cadena Y
Gy Ay 5 B
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(Regiones deleccionadas l:l )

Trastornos neuropsiquiatricos producidos por
expansion de trinucléotidos

« Distrofia mi6tonica

« Sindrome de X-fragil

« Atrofia muscular espino-bulbar ( Enf. de Kennedy)
* Enfermedad de Huntington

Microsatelites

* regiones cortas y repetidas en el genoma
(puesto que su contenido en G+C es usualmente mayor o menor
que la media del genoma), aparecen frecuentemente como una
banda de diferente densidad en gradientes de CsCl y por eso se
denominan satelites

» microsatelites estan frecuentemente constituidos por repeticiones
de trinucleétidos




Repeticiones de Trinucleotidos
(una forma de microsatelites)

* Los mas comunes en el DNA humano:
CAG, CGG, CAA, TAA, GAG

* puesto que el DNA es de doble cadena el triplete CAG incluye:

CAG, AGC, GCA, CTG, TGC, GCT

5’ CAGCAGCAGCAGCAG 3’
3’ GTCGTCGTCGTCGTC 5’

+ el nimero de repeticiones y por tanto su longitud es variable
y altamente polimorfica dando lugar a VNTRs
(variable number of tandem repeats)

Polimorfismo en un locus con repeticion
de trinucléotidos (VNTR)

CAG CAG CAG _CAG

—))))

Los alelos
PCR pt se determinan
por el tamaiio del

CAG (CAG CAG  CAG .CAG producto de PCR
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Estructura y herencia de la expansion de
trinucleoétidos en la distrofia miotonica

afectados >75

premutacion 45-75

normal 5-30

Estructura y herencia de repeticiones CGG en
el sindrome de X-fragil

‘ affectados >200

premutacion 55-200

normal 6-55
FMR-1 gen

I

(CGG),

Estructura y herencia de repeticiones CAG
en la atrofia muscular espino bulbar

afectados 39-60

normal 13-28
Receptor Androgenos

(CAG),
(Gln),

PROYECTO GENOMA HUMANO

El proceso en el tiempo
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Secuenciacion completa del genoma humano Feb, 2001

5 E 4

human:
geriome
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Fuentes para la consulta del genoma humano

Datos publicos:
NCBI, NIH

www.ncbi.nlm.nih.gov/sitemap/index.html
www.nhgri.nih.gov/Data/

Celera (privados en www.celera.com
parte)

European Bioinformatics
Institute (EBI, Sanger)

www.ensembl.org/genome/central/

Univ. California SantaCruz http://genome.ucsc.edu;

RIKEN (Tokio) www.rarf.riken.go.jp y

http://hgrep.ims.u-tokyo.ac.jp

Glosario de términos genémicos

STS (Sequence Tagged Site): un segmento de DNA tnico
cuya lozalizacién es conocida. Sirve como referencia para
mapear y ensamblar secuencias.

EST (Expressed Sequence Tag): un segmento de DNA Unico
dentro de la region codificante (NRNA-- cDNA) de un gen. Es util para
la identificacion de la copia completa de un gen y para mapear.

SNP (single nucleotide polymorphism): posicion unica (un tnico
par de bases) del genoma humano en la que hay dos o mas alelos
con una frecuencia significativa (al menos en el 1% de la poblacién)

Mapa genético de ligamiento: Un mapa de las posiciones relativas
de los genes y otras regiones en un cromosoma determinado por
las frecuencias en que dos loci se heredan juntos.

Mapa fisico: Un mapa con las distancias fisicas entre genes (en pares
bases de DNA) utilizando técnicas citogenéticas y moleculares

Glosario de términos genémicos
Ensamblaje: Poner los fragmentos de DNA secuenciados en
las posiciones cromosémicas correctas
Anotacién de un genoma: Identificar la localizacién y las
regiones codificantes en un genoma e identificar su funcién

DNA codificante: Secuencias de DNA que se transcriben y

dan lugar a prc tras la traduccion.

Genoémica: Estudio comprensivo de conjuntos completos
de genes y sus interacciones de un organismo en lugar de estudiar
un Unico gen o proteina

Genomica funcional: El estudio de los genomas para determinar
la funcién biolégica de todos los genes y sus productos

Genomica estructural: Determinacion de la estructura
tridimensional de un vasto nimero de proteinas usando
técnicas experimentales e informaticas

Proteémica: El estudio del conjunto completo de proteinas
codificado por un genoma.

Caracteristicas generales del genoma humano

La mayor parte del genoma humano son secuencias repetidas

LINE 18.9%
SINE 12.5%
L1 15.4 %
Alu 10.7%
LTR 79 %
DNA 2.7%
otras 0.1%
TOTAL

42.5%
e

i

La mayor parte de estos elementos proceden de retrotransposicion

RNA ———> DNA y posterior integracién en el genoma

No hay evidencia de integraciones importantes en los ultimos 50.000.000
de afios. Divergimos de los monos hace 25.000.000 de afios. Nuestras
secuencias repetidas son verdaderas secuencias fosiles.

Caracteristicas generales del genoma humano

50% de todo el genoma humano esta anotado

N° de genes: 30.000 (C. elegans tiene 20.000, D. melanogaster 13.601)

Pocos genes nuevos en la evolucion hasta humanos
La mayor parte de los genes se encuentran en regiones ricas en G/C
La mayor parte de nuevas formas generadas por splicing alternativo
No existen dominios nuevos de proteinas, las nuevas se originan
por combinacién de dominios prexistentes en diferentes arquitecturas.
Grandes expansiones de determinados grupos génicos

genes receptores de olor (hasta 1000, 2/3 son pseudogenes)
Nobel 2004: Richard Axel

INMUNOGLOBULINAS

FACTORES DE CRECIMIENTO Y CITOQUINAS
Tras las comparaciones con otros organismos 12809 genes, 41.7%
no se sabe su funcién molecular.




Genes ortologos: humano, mosca y gusano
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Familias de Factores de transcripcion: comparacion de especies
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Aumento del nimero de Factores de transcripcion, mismas familias
caracterizadas por el dominio de unién al DNA.

Homeotic (Hox) Genes

Lab pb Zen Dfd Scr Antp Ubx Abd-AAbd-B

1. Imponen el
programa que
determina la
differenciacion
de cada
segmento.

2. Loci complejos
que se
encuentran en
clusters.

3. Colinearidad espacial- orden de los gene Hox
corresponde extrictamente a su espresion a lo largo del
embrion.

Clusters Hox estan conservados entre especies.

Drosophila .
lab  pb Dfd ScrAnt UbxAbd-AAbd-B romosoma
maTc B8 = = =  BxC

Sa =
Ll ‘ 3
Mouse m VJ_\ [ 1T T

Al A2 A3 A4 A5 A6 A7 A9 A10 A11 A13 Evx1
T H HH "+ H+—13+—116

HoxA
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B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B13
HoxB O HHH HHHHH 4 —" +—1

c4 C5 C6 c8 C9 C10 C11 C12 C13
HoxC ———H H +—H H H H H +—15

D1 D3 D4 D8 D9 D10 D11 D12 D13 Ewa2,
Hoxb O +H——H +——"TH H H H H +—-_1
>
anterior 3’ « 5’ posterior

Humano y ratén: cuatro clusters de genes (A,
B, C, D) organizados en 13 grupos paralogos.

Colinearidad Espacial en raton
Humanos tienen el mismo numero de genes Hox en clusters y
estan conservados
B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9

%

Adaptado de Hunt et al. (1991)
Development Supp.: 187-197.

it fly

w U iy emoryo

mouse embryo

mause
# b

Comparacion de colinealidad espacial entre Drosofila y raton.
Humanos tienen el mismo nimero de clusteres de genes HOX que el
raton y la colinearidad espacial esta conservada entre especies.




Colinearidad Temporal en

ton
12 3 4 5 6 7 9 10 11 13
anterior 3’ 4 5’ posterior
Mas temprane- » Mas tardio

Direccion de la apertura de la
cromatina durante el avance del
desarrollo desde la gastrulacién

Colinearidad Temporal : Segtn se desarrolla el plan de formacién
del cuerpo en direccion antero-posterior desde la gastrulacion,
hay una expresion secuencial de los genes que forman parte del
complejo homeotico.

Enfermedades humanas asociadas con mutaciones en
los genes Hox

Polidactilia 1. sindrome cabeza-pie-genitales
(deleccion de Hoxa)
Q< @ Q= @ 2. Sinpolidactilia (deleccion de
N . s Hoxd)
i Paladar hendido
Anormalidades en cerebro
Anormalidades uterinas
acido Retinoico , que causa
defectos congénitos, afecta
expresion de genes Hox

kAW

Cambios en los paradigmas de la Investigacion Biomédica G
Posl-ﬁenumlc-a

Genomica estructural C—) Genémica funcional

Genémica ) Proteémica

Trastornos monogenéticos C—) Trastornos multifactoriales
Diagnostico por DNA especifico |:> Monitorizacién de susceptibilidad

Analisis de un gen :> Analisis de multiples genes, familias
de genes, vias y sistemas

Accion génica I:> Regulacion génica
Etiologia (mutacion especifica) |:> Patogénesis (mecanismo)
Una especie I:> Varias especies

Terapia por patologia |:> Terapia individualizada

Millones de Datos |:> Conocimiento |:>Aplicacién practica

Mendeliano ) Multifactorial
monogenético
Monogenic disorder
Mutation

\ Gene A ;m
!

Complex disorder

n
% Gona B
g —» Gena varfations
GE’ Inharitancs pattem Herencia
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T 0
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T = Inharitance pattern (complex)
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DNA —TTrrorr—Tr1 711
SNP a gran escala del genoma humano

GENOMA El material genético

completo contenido en los
cr de un or i

'A_map of human genome sequence |
variation containing 1.42 million I
single nucleotide polymorphisms '

et e eI

GenBank tiene dbSNP

En la actualidad Oct, 2004 hay registrados 9,839,868 SNPs en humanos y
validados 4,544,754

Tiene multiples opciones

de busqueda, entre ellas:
buscar en una secuencia

en la que estés interesado

y saber cuantos SNP y donde
estan localizados

Select the BLAST pregram 16 e and snter your
sequence in B lexl ares bekw.

Program (s 5
1l Query Sequence
Enier your Sequance as. (iemmetl g ([Fesies]




DNA :I:I:l:EI:I:I:I:GENOMA El material genético

transcripciénﬂ completo con:;n:]dno en los
or

premRNA wﬂ TRANSCRIPTOMA El conjunto
—re ™

procesamiento
mRNA de todos los genes activados, o mRNAs,

trad . @ o transcritos, presentes en un determinado tipo
raduccion de célula o tejido en un momento determinado
conjunto total de proteinas
proteina PROTEOMA El conjunto total de protei

producido por un genoma determinado,
ol FENOMA: Fenotipos obtenidos por accion
P“sl-ﬁe"umm’a especifica de K.O. de determinados genes
o familias de genes.
<3'D INTERACTOMA conjunto de

todas las interacciones proteina-proteina

significati en una célula

O —‘O>|__:]° ENZIMOMA Conjunto de todas las

enzimas responsables de todas las modificacioneg
post-traduccionales de las proteinas celulares

LOCALISOMA Localizacién subcelular

de todas Ias protemas celulares

y sus i (enelti )

TRANSCRIPTOMA

Sondas selectivas  Marcaje de la muestra de RNAs
pegadas a un chip ~ con colorantes fluorescentes
Fargel pepialion Prabe pisparstion Duta mmalysin

P
-*5555 5555

Genes expresados

diferencialmente
Genes expresados

a bajo nivel

Genes'expresados a igual nivel
Anilisis de expresién con Microarrays: se analiza la expresién de
muchos genes a la vez. Varios miles de genes analizados en un experimento.
Identificar y analizar genes cuya expresién difiera entre dos muestras,
por ejemplo tejido normal y enfermo.

Affimetrix DNA chips

Resultados de un ensayo de microarrays:
con dos colores fluorocromos

TRANSCRIPTOMA DEL CROMOSOMA 11 HUMANO

| Cluster de STS

Altura de banda
— —— azul indica nivel

de expresion
}ig w
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RIDGES (Regions of increased gene expresion) |

Carcinoma
mama

Glioblastoma

[Meduloblastoma

Cerebro normal

olon Carcinoma

Colon normal

La caja indica la regién codificante por genes de metaloproteasas y dos
inhibidores de apoptosis en mama normal y carcinoma mamario

Aplicaciones de poner el conocimiento
del genoma a trabajar

. Genética de poblaciones: estudio de susceptibilidad en diferentes
poblaciones.

. Identificacion de genes candidatos en enfermedades multifactoriales
por rastreo de todo el genoma. Enf. de Crohn locus de citoquinas en Chr. 5.
. Estudio de variantes alélicas de multiples locus

asociadas a determinadas patologias y como influyen en la severidad de

la manifestacion clinica.

. Diagnostico diferencial molecular por el estudio del transcriptoma
. Farmacogenoémica. Efecto de los farmacos en base a la dotacion
génica individual y de célula diana a tratar.

. PostGenémica quimica. Disefio de inhibidores y/o activadores

especificos para cada uno de los productos génicos (30.000-40.000) sin
efectos colaterales sobre otras vias




Algunos usos de los micro-arrays
de expresion

Enfermo vs
No-enfermo

Knockout vs Control Transgénico vs

no-transgénico

Tratado con Respondedor a droga
una droga vs

No tratado no-Respondedor

Cambios en la expresion
co genética con el tiempo

Identificacion de perfiles de
Expresion con valor di Osti
o pronéstico

La era post-genomica. Biologia
de sistemas

* Visién cartesiana: cualquier sistema complejo puede ser analizado
por el estudio de las propiedades de cada una de sus partes.

* Aproximacién de la Biologia de Sistemas: los sistemas vivos son
sistemas totales integrados cuyas propiedades no pueden
reducirse a las propiedades de sus partes

dad

« La propi de un si se producen a partir de la
configuracién de una serie ordenada de relaciones que son
caracteristicas para una particular clase de organismos o

Las propiedades de un si se destruyen cuando el
se d en sus el tos aislad

P

,Qué es un sistema biologico?

* El rango va desde ecosistemas al sistema de
reacciones que constituyen la bioquimica
celular.

» Normalmente nos referimos a lo ultimo,
sistema de las reacciones quimicas que
permiten que las células funcionen.

e Por “sistema”, nos referimos a un nimero de

partes que estan conectadas unas a otras y que
funcionan conjuntamente.

Organizacion y niveles de
descripcion de un sistema bioldgico

Genes . GENOMA TRANSCRIPTOMA
=
l (DNA) (RNA)
Células
Tejidos  * METABOLOMA PROTEOMA (INTERACTOMA, etc
l (metabolitos) (proteina)
Organos

|

Organismos* FISIOMA

Biologia de Sistemas

Bioquimica y Biologia

Molecular Biofisica

e

Biocinéticas
Energética de las reacciones

Bioinformatica Biologia de si:
Analisis y manejo de datos

dinamica intra e intercelular

Ingenieria Fisiologia
metabélica —— Medicina ~

System biology Institute USA http://www.systemsbiology.org/
levadura The Yeast Systems Biology Network YSBN http://ysbn.org

Vision integrada de la investigacion de
sistemas y la accion clinica




Futuro de la medicina con el desarrollo de
la Biologia de sistemas. La medicina sera:

Predictiva: basandose en el estudio de los 6 millones de SNPs de
nuestro genoma. En 10-15 aflos se habran identificado cientos o miles de
genes que predisponen a diferentes patologias con lo que con una
pequeiia muestra de sangre se podra predecir para cada individuo sus
posibles enfermedades, todas a las que estamos predispuestos.

Preventiva: basandose en los estudios de biologia de sistemas, en unos
15-25 afos, podremos poner cada uno de nuestros genes dentro del
contexto funcional de nuestro organismo y poder intervenir
adecuadamente: con drogas, terapia celular: células madre o modificadas
genéticamente, etc de forma individualizada

Personalizada: como cada uno de nosotros tiene 6 millones de
variaciones, los médicos de acuerdo con nuestra dotacion genética
tendran que realizar las oportunas intervenciones tratandonos
individualmente para nuestras predisposiciones individualizadas

(Por qué es importante la biologia de
sistemas para la medicina?

* Nos permitira saber cual sera el efecto sobre el

sistema de la intervencion que se realice en una
parte del sistema.

Saber qué intervencion se debe hacer para obtener
el resultado deseado

Ejemplo: ;qué proteina o proteinas hay que
activar o desactivar para parar una enfermedad
causando el menor dafio posible al paciente?

Otras cuestiones “post-genémicas”

* Politicas
* Legales
+ Comerciales

. Privacidad de los resultados

. Discriminacién genética

. Comunicacion y accesibilidad a los bancos de datos
. Segmentacion del mercado de productos

MODELOS ANIMALES
para la patologia

DEFINICIONES

* Animal Transgénico- ANIMAL QUE PORTA
INTEGRADO EN SU GENOMA UN GEN
FORANEO DE LA MISMA O DISTINTA
ESPECIE.

* Animal Quimérico — Animal que porta un gen
alterado introducido por manipulacion de celulas
STEM embrionarias (ES). Algunas células de este
animal se derivan del blastocisto receptor y otras
de las células ES injectadas.

» Animal Knockout— animal en el que se ha
interrumpido la funcién de un gen determinado
por recombinacién homologa. Alelo nulo.

DEFINICIONES (continuacion)

* Animal Knock-in— similar a knockout, excepto

que tiene sustituido un gen A en el locus de A,
por un alelo distinto de A, o por otro gen B, y
obtenido por recombinacién homologa.

Transferencia nuclear— técnica utilizada para
hacer “un clon.” El nucleo de una célula
somatica de un adulto se inserta en el citoplasma
de un huevo. El huevo reprograma los genes del
nucleo de la célula adulta y se comporta como
una célula pluripotencial dando lugar a un nuevo
individuo




Organismos utilizados como

modelos transgenicos
Arabadopsis (planta) ¢ Ratas

* C. elegans (gusano) * Cerdo
* Drosophila * Oveja
» Xenopus (frog) * Cabra
* Pez Zebra * Vaca
* Raton * Mono

adult frag

1. Ranas (Xenopus laevis) fueron

@ los primeros animales en que se
1 realiz6 el clonaje
l 2. Se transfirieron nucleos de
7 I.,in células somdticas a huevos no
e fertilizados
1 3. se establecio la técnica de

QQi.‘f;';m\ H pivate microinjeccion.
by UV light e

nuclous.
injacted
inia egg

normal ambryo

tadpale

Ventajas del ratén como
modelo:

1) Fisiolégicamente similar

al humano.

2) Gran reserva de mutantes
espontaneos o gene-

rados por mutagénesis

quimica o radiacién

3) Conocimiento genético
extensivo.

4) Colinearidad del genoma
humano y de ratén

5) Estudio de enfermedades

en fondo genético homogeneo
6) Fenotipo mutante muy similar
a fenotipo mutante humano

7) Permite estudio del desarrollo
de una enfermedad

y la aplicacion de terapias

8) Permite estudiar genes modifica:
dores de la expresion del
fenotipo enfermo y ayudar al
estudio de enf. poligénicas

Colinearidad del genoma humano
y de ratén

s~

[Tipos de DNA| Vectores| (_[ExprEsIoN] )
BAC, YAC
IGENOMICO] [t de cromosomas | .. > lSoIo en las células en que se exprese
Iminicromosomas lel gen y por el tiempo en que se expres
[~ ]
Nuevo e EAN N e
Bl
[mRNA_
Plasmid !
.

afal do poli -Adenilacién

- I b
s [Todas las células
CETTTTTELEEETTIVTTEY > Lo (e pnmiivy
=

promotor regu abI? por ErmEssEsEsEEEEEEEEE _>‘, [Todas las células solamente]
jagentes exégenos: hormonas lcuando se pone el inductor

tetraciclina
—

v
== T 1 +{]

hlelo

- Q - [Solo en las células en que se
romotor propio del gen en estudm\ EErEEEEETEEEEEEEEE -)'l lexprese el gen normalmente

T T =
|Ablacién génica por expresion
de un cDNA antisentido

Integracion del DNA: Recombinacion homologa
Insercion al azar

Cell resistant o both necrnyein and gancyclovir

I I

A = original allele Targeted gene insertion

A*=replacemnent allele Recombinacién

Random gene insertion

LT T W B ke NI T ]

Cellresistant to neatryein; killed by gancyelovir

Produccion de un ratdn transgénico

Pronuclei

Desired gene
(with vector)

ized egg

Implant in uterus
Foster mother

Test offspring for presence of gens

Male heterozygous offspring to produce
homozygous ransgenic strain




Ejemplo de un raton transgénico
Hormona del
crecimiento

eV TH H-Dh,unﬂ.e
: B
‘1?

Promotor
inducible

por metales B 5
pesados - MT\
FROMOTER

Produccioén de ratones quimera

Method 1
DA
* Selectfor cells Inject ransformed
P expressing ES cells into inner
e desired gene cell mass
Embryonic sterm (ES) cells
Blas

Inner cell
mass

Implant in ukerus

Foster mother

Test offspring for presence of gene

Mate heterozygous offspring ko produce
homozygous ransgenic strain

Generacion de ratones quimera con células ES

,ﬂ |:> @ +/+ ES celulas

@ Electroporacion del vector
Ratén Agouti

Pardo recombinacion homologa y

@ seleccion de células resistentes
@) *-EScélulas

Microyeccion en blastocisto
@ raton negro

Implantar en ratén

ﬂ de alquiler negro
& Cruce
Ratén quimera A1) X’@

@ Screening de la progenie

+- ++ ++

=

Cruce de ratones quimera con raton negro

COLOR AGOUTI COLOR A=
PARDO, A A \NEGRO,a RATON
dominante recesivo  QUIMERICO
DOS TIPOS DE CELULAS
GAMETOS

GAMETOS DEL RATON QUIMERICO

i
] Ratén pardo

heterozigoto
con integracion|

Ratén pardo .
sin integracion

Ratén negro

sin integracio

10)

Obtencion final del raton homozigoto: con los dos alelos A* integrados

Cruce de heterozigotos
con integracién

—ﬁx,@

+- v +- +H+

1 2 1

Alelo integrado
en homozigosis
Knock-out

GENERACION DE KNOCKOUT
Recombinacion homéloga resultante en interrupcion génica.

Gen diana

euauncion = ([T} e
se quiere o

interrumpir X

Estructura del

3:‘Iilelo A* para D D)

la interrupcion

resi 1cia
Gen interrumpidg_‘i'_m

Gen resultante no se expresa
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Tirneling for Generation of ES Cell-Derived Mics

Introduce ]
targeting hornol ogous

into

wector rec o binants 1 derti
by DM,

rHif
ES cell4n ouse Germline

EScels analysis chimeras transmission

'

orths:

' \

2 4 B
|
|

Begin
analysis

0
\
\
— — — —

Drug

| .~

Cool Inject Sexual I dertify Sexual | dertify
selection grovwt| clones maturation male matuwation hormozygote:

and into of chirn eras and
EXpansion blastocysts female
heterozygotes

of heteroeygotes

Ratones Knockout

* Muy utiles para el estudio de la funcion de un gen

para el cual no existan mutantes naturales
Generalidades:

1. Los ratones muchas veces no se afectan
fisiologicamente (K.O. De muchos genes no
tienen fenotipo, cuidado!!!). Muchos genes no
son indispensables

2. La mayor parte de los genes son
pleiotropicos, esto es , se espresan en diferentes
tejidos en diferentes formas y a diferentes
tiempos en el desarrollo.

Estudios con ratones

transgénicos
Rescate de mutantes

Ratones como bioreactores — sintesis de
anticuerpos monoclonales humanizados

Relaciones Estructura funcion

Modelos de enfermedades humanas — Usos:

analisis de los mecanismos celulares y
moleculares implicados en la patogenesis y
para testar terapia farmacologica o génica

Modelos de raton listados por
organo primario o tejido o sistema
afectado

Trastornos de cresta neural y derivados — 11
Trastornos de vision y audicion — 7

Trastornos de hueso, piel y conectivo— 16
Trastornos Neurologicos y neuromusculares— 22
Neoplasias — 11

Trastornos Immunologicos y hematologicos— 17
Trastornos Metabolicos y hormonales— 24

Trastornos Humanos con etiologia poligenica - 6

Ejemplos de modelos animales
de enfermedades genéticas

Anemia falciforme — combinacion de knockout y
transgenicos. Genes endogenos de globina
anulados, genes humanos de globina introducidos
como transgenes.

Fibrosis Quistica — fundamentalmente Knockout
Enf. poliquistica renal — modelos knockout.
Narcolepsia — modelo knockout.
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