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DESCRIPCION

Procedimiento para obtener la expresion, o para mejorar el nivel de expresién de un gen.

La invencién se refiere a un procedimiento de sustitucion especifica de una copia de un gen presente en el genoma
de un organismo eucariota receptor mediante la integracién de un gen diferente del gen inactivado. Preferentemente, el
gen receptor estard presente en la célula huésped transfectada en por lo menos 2 ejemplares. El gen receptor se define
como el gen en el que se realizard la insercion de un gen diferente.

La invencién se refiere a un procedimiento para obtener la expresion, o para mejorar la tasa de expresion
de un gen, denominado gen receptor, en el genoma de una célula eucariota, siendo dicho gen receptor
susceptible de volverse funcional o mds eficaz cuando estd recombinado con un ADN de complemento,
comprendiendo dicho procedimiento:

- la introduccién en unas células eucariotas que no son ni células germinales humanas, ni células embrio-
narias humanas, de un vector que contiene una insercién, y dos secuencias denominadas “flanqueantes”
a ambos lados del ADN de insercion, respectivamente homoélogas a dos secuencias genémicas que lindan
con el sitio de insercidn deseado en el gen receptor;

- comprendiendo el ADN de insercién una parte de un gen, y siendo heterélogo con respecto al gen receptor;

- siendo las secuencias flanqueantes seleccionadas para permitir por recombinacién homoéloga, la yuxtaposi-
cion del ADN de insercién en el gen receptor, de manera que el ADN de insercién haga funcional o mejore
el funcionamiento del gen receptor.

Mas particularmente, la invencion se refiere a la produccion de animales transgénicos no humanos en los cuales el
gen extrafio se ha introducido de forma localizada para permitir a la vez el mantenimiento de las funciones genéticas
normales del animal y la expresion del gen extrafio bajo el control de promotores endégenos.

Por “gen diferente o extrafio” se entiende cualquier secuencia nucleotidica que corresponda a la totalidad o a una
parte de un gen “extrafio o diferente” del gen receptor, tal como se encuentra normalmente en el genoma (ARN o
ADN), o corresponde asimismo a una secuencia modificada artificialmente del gen normal o incluso a un fragmento
de dicha secuencia.

La invencién se refiere asimismo al procedimiento de produccion de estos animales transgénicos no humanos.

En la produccion de animales transgénicos, los métodos convencionales utilizados para la introduccién de secuen-
cias de ADN heter6logas en la progenie celular germinal, no permiten controlar el sitio de integracion del gen extrafio
en el genoma, ni el nimero de copias introducido de esta forma. La integracién del gen extrafio se realiza al azar vy,
en general, varias copias del gen se integran a la vez, a veces en forma de tdndem cabeza-cola, variando el sitio de
integracion y el nimero de copias integradas de un animal transgénico a otro.

Puede, por lo tanto, darse el caso de que genes celulares enddgenos, situados en el punto de insercién se inactiven
de esta manera, sin que esto se detecte facilmente debido a las numerosas inserciones al azar. Si el producto de dichos
genes es importante para el desarrollo del animal, éste se alterard de forma importante. Por otra parte, la insercién
aleatoria del gen extrafio puede realizarse en un sitio que no sea apropiado para la expresion del gen. Ademads, el
hecho de que varie el sitio y el nimero de inserciones de animal en animal, hace que la interpretacion de los estudios
de expresion resulte extremadamente dificil.

Un problema importante que se presenta en la produccion de animales transgénicos es la obtencién de la expresion
del gen extrafio. De forma general, se han llevado a cabo dos tipos de experimentos en los ratones.

Los genes introducidos en la progenie germinal son:

- o bien genes “completos”, que comprenden secuencias codificadoras flanqueadas por sus propias secuen-
cias reguladoras;

- o0 bien genes compuestos, formados por la secuencia codificadora de un gen fusionada con la secuencia
promotora de otro gen, perteneciendo incluso los dos fragmentos a veces a dos especies animales distintas.

Se ha podido de esta forma confirmar que la especificidad de la expresion de los genes en tal o cual tejido estd
determinada por su(s) secuencias(s) reguladoras.

La eleccion del promotor apropiado para la expresion del gen extrafio en el animal transgénico posee, por tanto,
una importancia primordial.

Por otra parte, la mutagénesis dirigida de genes murinos en células de origen embrionario se ha llevado a cabo
recientemente apelando a una técnica de “administracién genética dirigida” (gene targeting) (Thomas et al., 1987,
Thompson et al., 1989).
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En el primer caso, el gen murino HPRT ha sufrido una mutacién mediante insercién y reemplazamiento y, en el
segundo caso, se ha corregido un gen HPRT mutado. Thomson et al han ampliado sus experiencias hasta la obtencién
de ratones quiméricos y han constatado el paso de la modificacién genética a la progenie celular germinal.

En cada uno de los documentos citados, el sitio preciso de la integracién se ha realizado de forma dirigida mediante
recombinacién homoéloga entre, por una parte, las secuencias exdgenas que incluyen la mutacion o correccion incluidas
en un vector bajo el control de un promotor exdgeno, y, por otra parte, su homoélogo genémico. Siendo asi, es preciso
subrayar que los autores anteriores han llevado a cabo sus experimentos en un gen especifico (HPRT), cuya activacién
mediante mutacidn se acompafiaba de un fenotipo detectable. La mutacion dirigida descrita por Thomas et al. tenia
como efecto inactivar el gen HPRT y, en consecuencia, hacia desaparecer el fenotipo detectable normalmente asociado
con el HPRT. El gen de seleccién NeoX®, bajo el control de un promotor TK, se incorporaba por lo tanto al ADN de
insercion para permitir la seleccion de los transformantes. Hay que sefialar que los experimentos descritos en la técnica
anterior implicaban una seleccidn, bien por el gen receptor (por ejemplo HPRT), o bien por el gen de insercién (por
ejemplo, Neo®). El sitio de insercién y/o el tipo de gen insertado estd por tanto limitado a los genes que confieren un
caracter seleccionable, una seleccion directa.

Ademés, en la técnica anterior, las secuencias exdgenas en el vector sirven por tanto a la vez para dirigir el sitio
de integracién y para introducir la modificacién. A consecuencia de la recombinacién homéloga, el gen modificado se
encuentra siempre en su entorno genético normal.

Recordemos que un problema que se plantea durante la produccidén de animales transgénicos es el peligro de
inactivar un gen celular endégeno que se encuentre en el punto de insercién del gen extrafio.

Segtn la funcién del producto del gen inactivado, dicha inactivacién puede conducir a alteraciones fisioldgicas o
morfolégicas importantes en el animal transgénico, o bien podria incluso impedir su supervivencia.

En cambio, la inactivacién de un gen podria considerarse como ventajoso si el gen en cuestidn codificara para un
receptor virico u otro agente infeccioso.

Los inventores han estudiado la posibilidad de evitar los inconvenientes descritos anteriormente y asociados, en
ciertos casos, a la posible inactivacion de uno o varios genes celulares endégenos de funcién importante durante la
produccién de animales transgénicos no humanos.

La invencién tiene por objeto un procedimiento de sustitucion o de insercion especifica, especialmente mediante
administracién dirigida de un ADN, denominado ADN de insercion, constituido por la totalidad de un gen, o por
una parte de un gen, susceptible de volverse funcional, o cuyo funcionamiento pueda volverse mas eficaz, cuando se
recombina con un ADN de complemento para poder entonces producir un gen recombinante completo en el genoma
de una célula eucariota que no es ni una célula germinal humana ni una célula embrionaria humana, caracterizado
porque

- el sitio de insercidn se encuentra en un gen seleccionado, denominado gen receptor, y que contiene el ADN
de complemento, y porque

- se transfectan células eucariotas que no son ni células germinales humanas ni células embrionarias humanas
con un vector que contiene una insercién que comprende a su vez el ADN de insercién y dos secuencias
denominadas “flanqueadoras”, a ambos lados del ADN de insercién, homdlogas respectivamente a dos
secuencias genémicas que lindan con el sitio de insercidon deseado en el gen receptor,

- siendo el ADN de insercién heterélogo con respecto al gen receptor, y
- siendo las secuencias flanqueadoras seleccionadas de entre las que constituyen dicho ADN de complemen-
to, y que permiten, mediante recombinacién homdéloga con secuencias correspondientes del gen receptor,

la reconstitucién de un gen recombinante completo en el genoma de la célula eucariota.

Segtn el procedimiento de la invencién, dicho ADN de insercién puede contener o bien una secuencia codificante
o bien una secuencia reguladora, estando entonces el procedimiento caracterizado porque:

- el sitio de insercién se encuentra en un gen seleccionado denominado gen receptor y porque

- se transfectan células eucariotas con un vector que contiene una insercién que comprende a su vez el
ADN de insercién y dos secuencias denominadas “flanqueantes” a ambos lados del ADN de insercion,
respectivamente homdlogas a dos secuencias gendmicas que lindan con el sitio de insercién deseado en el
gen receptor,

- siendo el ADN de insercién heter6logo con respecto al gen receptor, y

- siendo las secuencias flanqueantes seleccionadas con el fin de permitir por recombinacién homdloga segiin
el caso, o bien la expresion de la secuencia codificadora del ADN completo bajo el control de las secuencias
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reguladoras del gen receptor, o bien la expresidon de una secuencia codificadora del gen receptor bajo el
control de secuencias reguladoras del ADN de insercion.

Por ejemplo, el ADN de insercién puede contener una secuencia codificadora desprovista de elemento de regula-
cion, en particular de un promotor que le es propio.

La invencion se refiere asimismo a un procedimiento de produccion de animales transgénicos no humanos, caracte-
rizado porque células E.S. son transfectadas en las condiciones no humanas que se acaban de describir y seleccionadas
para el acontecimiento de recombinacion homoéloga, a saber la integracion correcta del gen extrafo, inyectindose las
células transfectadas en embriones no humanos en un estadio en el que son aptos para integrar las células transfectadas
(por ejemplo, en el estadio de blastocisto), reimplantindose los embriones a continuacién en una madre portadora no
humana y acoplandose los individuos quiméricos no humanos obtenidos al final de la gestacién, y en los cuales se
constata la colonizacién por las células E.S. de la progenie germinal. Si las células E.S. han colonizado la progenie
germinal del animal quimérico no humano, se obtendran animales transgénicos heterocigéticos no humanos para el
gen sustituido mediante unién (F;) en la descendencia.

Es posible asimismo insertar el ADN de insercidn, transportado por el vector de la invencion, en el huevo no
humano, poco tiempo después de la fecundacion (es decir, menos de 24 horas). De esta forma, la insercién se efectda
cuando el huevo no humano se encuentra en estado unicelular.

La invencion se refiere asimismo a un plasmido apto para efectuar la insercién dirigida de un gen recombinante
denominado gen de insercion en el genoma de una célula eucariota, caracterizado porque contiene una insercién que
comprende a su vez el gen de insercién y dos secuencias denominadas “flanqueadoras”, a ambos lados del gen de
insercion, homologas respectivamente a las dos secuencias gendmicas que lindan con el sitio de insercién deseado en
el gen receptor.

El ADN de insercién puede ser un gen, o una parte de un gen, heterélogo a la especie transfectada.

La invencidn se refiere asimismo a unos animales transgénicos no humanos en los cuales al menos un gen endége-
no, que preferentemente estd presente en el genoma con al menos dos ejemplares, ha sido inactivado por la insercién
de un gen que es diferente del gen inactivado, siendo el gen de insercién insertado en una posicién que permite la
expresion de este gen bajo el control de las secuencias reguladoras del gen endégeno inactivado.

El procedimiento de la invencién permite por tanto, gracias al fendmeno de recombinacién homdéloga, insertar
de una forma dirigida genes extrafios, en particular secuencias codificadoras desprovistas del promotor con el que
normalmente se asocian, en el genoma de un organismo eucariota, en un sitio que permite su expresion bajo el control
del promotor enddgeno del gen en el que se realiza la insercidn, y en consecuencia, inactivar el gen endégeno dirigi-
do.

Segtin un modo de realizacién preferido de la invencion, el gen receptor localizado es un gen que estd presente
en el genoma en por lo menos dos ejemplares. La utilizacién de la técnica de electroporacion (Ref. 11), asegura la
introduccion de sélo una copia del gen extrafio.

Segtin esta variante de la invencién, la insercién dirigida del gen de interés (es decir, del gen denominado de
insercion), tiene por efecto inactivar la Unica copia del gen celular endégeno en el que se lleva a cabo la insercién y
deja intacta y funcional la(s) otra(s) copia(s) de dicho gen.

De esta manera, el funcionamiento genético del animal transgénico no humano no se altera o se altera poco por la
introduccién del gen extrafio, atn en el caso de que la insercién inactive una Unica copia de un gen receptor esencial
para el desarrollo del animal. O bien, su desarrollo no se veria por tanto afectado por la insercién del gen extrafio o bien
las alteraciones menores posibles en el caso de la inactivacion de un gen critico no serian probablemente letales para
el animal no humano. Los efectos de la insercién del gen extrafio en el estado homocigoto, podrian ser de cualquier
tipo y se observarian en la segunda generacion (F,), tras cruzamientos de individuos no humanos heterocigotos (F,)
entre ellos.

Si, por el contrario, se desea la inactivacién de todas las copias de un gen, por ejemplo, en el caso en el que el
gen codifique para un receptor de agente infeccioso, se introducen multiples copias del gen extrafio. El control de la
cantidad introducida puede asegurarse apelando a técnicas conocidas.

La insercién dirigida del gen extrafio permite por tanto su introduccion en un sitio en el que su expresion estd bajo
el control de las secuencias reguladoras del gen endégeno en el que se realiza la insercion.

El procedimiento de la invencién permite de este modo insertar el gen extrafio detrds de un promotor endégeno
que posee las funciones deseadas (por ejemplo, especificidad de expresion en tal o cual tejido), y ello, llegado el caso,
sin inactivar las otras copias del gen receptor.

Segin un modo de realizacion preferido, el ADN de insercién, o el vector, contiene unas secuencias intercaladas
entre el ADN de insercién y las secuencias flanqueantes. Estas secuencias pueden contener por ejemplo una secuencia
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que codifica para un agente selectivo que permite la seleccién de los transformantes y eventualmente un gen marcador
por ejemplo el LacZ.

Segtin un modo de realizacién particularmente preferido de la invencién, el ADN de insercién incluye entre las
secuencias flanqueadoras, por una parte, una secuencia de ADN destinada a ser recombinada con el ADN de com-
plemento en el gen receptor para proporcionar un gen recombinante y, por otra parte, una secuencia que codifica
para un agente selectivo que permite la seleccion de los transformantes y un promotor que permita la expresion de
un agente selectivo, codificando el gen receptor y el gen recombinante para productos de expresion que no confieren
fenotipo seleccionable. Segtin esta variante, la insercion del plasmido de la invencién comprende, entre las secuencias
flanqueantes, por una parte una secuencia de ADN destinada a ser recombinada con el ADN de complemento en el
gen receptor, y, por otra parte, una secuencia que codifica para un agente selectivo que permite la seleccion de los
transformantes y un promotor que permite la expresion del agente selectivo, siendo la secuencia de ADN destinada a
ser recombinada con el ADN de complemento, distinta de un gen que codifica para un agente selectivo.

De esta forma, la seleccion de los transformantes es independiente por completo de la naturaleza del gen receptor
y del gen insertado, contrariamente a los procedimientos descritos hasta ahora, en los cuales el gen insertado o el gen
receptor debia necesariamente codificar para un producto de expresién que permitiera la seleccion de los transforman-
tes. El sistema desarrollado por los inventores permite una flexibilidad total en lo que se refiere a la naturaleza del gen
receptor y del gen insertado o del gen formado por la recombinacién homéloga. Los inventores han constatado de una
manera sorprendente que la insercién de secuencias de tamafio importante (por ejemplo, de aproximadamente 7,5 kb),
no afecta a la frecuencia de recombinacién homdloga.

El efecto que puede tener la insercion de la secuencia de ADN segtin este aspecto de la invencidn incluye, segin el
tipo de secuencia insertada, por ejemplo, la sustitucion de una secuencia codificadora, la sustitucion de una secuencia
reguladora, la inactivacién o la reactivacién de un gen mediante mutacion o la mejora de la tasa de expresion de un gen.
Es posible, segiin la invencion, sustituir una fase codificadora o una parte de una fase codificadora por una secuencia
heter6loga que empieza en el codon de iniciacidn del gen sustituido con el fin de que la expresién del gen insertado
sustituya por completo la expresion del gen sustituido. Esto evita la formacion de proteinas de fusién que podria ser
indeseable en un animal transgénico no humano.

Segtn este modo de realizacién de la invencidn, el ADN de insercién puede incluir entre las secuencias flanquea-
doras una secuencia codificadora heteréloga desprovista de promotor, siendo la secuencia codificadora distinta de un
gen que codifica para un agente de seleccion. El ADN de insercién puede incluir ademas, corriente abajo de la se-
cuencia codificadora y siempre entre las secuencias flanqueadoras, un gen que codifica para un agente de seleccidn,
asociado a un promotor que permite su expresion en la célula diana.

De esta forma, la secuencia codificadora heteréloga puede insertarse detrds de un promotor endégeno que posee
las propiedades deseadas, por ejemplo una cierta especificidad de expresion, o clave de transcripcidn, etc., siendo la
selectabilidad de las células transformadas independiente por completo de la expresion de la secuencia codificadora
heter6loga. Este tipo de construccién permite, por ejemplo, seleccionar los transformantes atin en el caso de que el
gen sustituido por la secuencia codificadora heterdloga no se exprese normalmente en las células diana. Esto resulta
particularmente importante en la produccién de animales transgénicos no humanos a partir de células E.S. (“Embryo-
nic Stem Cells”), ya que una proporcién importante de los genes permanece inactiva hasta un estado mds avanzado
de desarrollo del animal no humano. El gen HOXCS8 (conocido asimismo con el nombre de Hox-3.1) es un ejemplo
de este tipo de gen. Por otra parte, si la secuencia codificadora codifica para una proteina facilmente detectable, por
ejemplo, la §-Gal, puede seguirse el desarrollo de la clave de transcripcién del gen enddgeno sustituido. El vector pGN
es un ejemplo de este tipo de construccion.

Segtin otro modo de realizacién de la invencién, el ADN de insercién puede incluir una secuencia reguladora
extrafia. El sitio de insercién y, por consiguiente, las secuencias flanqueadoras, se seleccionan en funcién del objetivo
deseado, a saber, o bien la insercién de la secuencia reguladora extrafia para dar un efecto de “doble promotor” con la
secuencia reguladora endégena, o bien la sustitucion de un promotor endégeno por el promotor extrafio. La secuencia
codificadora que se encuentra bajo el control de la secuencia reguladora puede ser endégena.

Otra posibilidad serfa la insercién dirigida de un ADN extrafio que comprende a la vez una secuencia reguladora
y una secuencia codificadora. Es posible que la secuencia reguladora sea la que se asocia de modo natural con la
secuencia codificadora.

El procedimiento de la invencién emplea un vector que contiene dos secuencias “flanqueadoras” a ambos lados del
gen extrafo. Estas secuencias flanqueadoras tienen por lo menos 150 pares de bases y son preferentemente inferiores
a la longitud del gen receptor. Es esencial que estas dos secuencias flanqueadoras sean homélogas con las dos secuen-
cias gendmicas que lindan con el sitio de insercién deseado. La secuencia flanqueadora del vector que se encuentra
corriente arriba del gen extrafio a introducir, es normalmente homéloga con la secuencia genémica situada por el lado
del extremo 5’ del sitio de insercién. De la misma manera, la secuencia flanqueadora del vector que se encuentra
corriente abajo del gen extrafio, es normalmente homologa con la secuencia gendmica que estd situada en el lado del
extremo 3’ del sitio de insercion.
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Es posible introducir secuencias “intercaladoras” entre una u otra de las secuencias flanqueadoras y el gen extra-
flo, por ejemplo secuencias que permiten la seleccidon de los tranformantes, marcadores, secuencias que permiten la
clonacién del vector, etc. ...

La posicién de dichas secuencias intercaladoras con respecto al gen extrafio debe sin embargo ser elegida con el
fin de no impedir la expresion del gen extrafio, particularmente de la secuencia extrafia de ADN codificadora extraia
bajo el control del promotor endégeno, o, inversamente, la secuencia codificadora de ADN enddgeno bajo el control
de elementos de regulacidn extrafios aportados por la secuencia de insercion.

A pesar de la presencia de las secuencias flanqueadoras, que alienta una recombinacién homoéloga, es posible que
algunas integraciones se realicen al azar. Con el fin de comprobar que la insercién dirigida se ha producido bien en
el sitio diana y no en otro lugar, se utiliza la técnica de la “Polymerase Chain Reaction” (PCR) (“Reaccién en cadena
de la polimerasa”) (véase Ref. 10) para amplificar la secuencia de ADN del locus en el cual se realiza la insercién o
deberia haber tenido lugar. De esta manera, s6lo son seleccionados los clones transformados tras una recombinacién
homéloga.

Las secuencias flanqueadoras del vector se seleccionan evidentemente en funcién del sitio de insercién deseado
para que la recombinacién homdloga pueda realizarse. Llegado el caso, las secuencias flanqueadoras pueden com-
prender secuencias réplicas del promotor endégeno y/o de las modificaciones en las secuencias que preceden al codon
de iniciacién para mejorar la tasa de traduccién (secuencias corriente arriba) y secuencias réplicas de las secuencias
de terminacidn, especialmente sitios de poliadenilacion (secuencias corriente abajo).

El gen de insercién puede consistir en cualquier gen de interés. Se citardn como ejemplos no limitativos, el gen
lacZ (como en el modelo descrito mas adelante), los genes que codifican para la interleucina o el interferén, los genes
de receptor, por ejemplo del 4cido retinoico o beta-3 adrenérgico o de H.I.V., y genes conocidos por tener relacién con
determinadas enfermedades, por ejemplo la miopatia, etc. ...

Las células eucariotas que no son ni células germinales humanas ni células embrionarias humanas, transformadas
mediante el procedimiento de la invencion estan incluidas asimismo por la presente solicitud.

Segtin una variante preferida de la invencidn, las células eucariotas son cepas celulares embrionarias no humanas
(véanse las Refs. 14 y 15).

Efectivamente, una célula E.S. no humana mutada puede ser inyectada en un embrién precoz el cual, después de
su reimplantacién, podra nacer bajo forma quimérica. Si la progenie germinal es colonizada por la célula no humana
mutada, el animal no humano quimérico transmitird la mutacion a su descendencia. Se podran observar seguidamente
en algunos individuos no humanos en estado homocigético los efectos de esta mutacién en su desarrollo, su compor-
tamiento, su metabolismo, su patologia, etc..

La figura 1 muestra el plasmido pGN, que forma parte de la invencion.

Las figuras 2 a y b muestran las moléculas pGMA y pGMD construidas respectivamente a partir del plasmido
pGN en relacion al gen HOXCS8 (Hox-3.1) Estos pldsmidos son pldsmidos de mutagénesis. Las dos partes del marco
de lectura del gen HOXCS8 (Hox-3.1) se representan, en el cromosoma 15, con la secuencia “homeo” en negro. Las
secuencias correspondientes de HOXCS8 (Hox-3.1) se han clonado en el pldsmido pGN.

(A: senal de poliadenilacién; Enh/Pro: potenciador-promotor).
07 y 08 representan los dos oligonucleétidos utilizados en la PCR.
Las figuras 3 a 6 muestran los plasmidos utilizados en la construccién del pGN.

La figura 7 ilustra la deteccién de recombinacién homdloga con la técnica de la Reaccion de la Polimerasa en
Cadena (PCR) en células E.S. transfectadas.

La figura 8 (a) y (b) muestra andlisis de Southern de clones de individuos positivos (LS y F2) y células E.S.
(C.CE)).

El procedimiento de la invencién tiene una aplicacién industrial muy amplia y puede variar segun la naturaleza del
gen extrafio introducido, por ejemplo para la produccién de animales transgénicos no humanos.

La genética de los mamiferos va a progresar de manera considerable gracias a la posibilidad reciente de muta-
genizar especificamente cualquier gen, permitiendo asi que se defina mejor su funcién. Por esta tecnologia que hace
intervenir recombinacién homéloga y células E.S. no humanas, se aportardn informaciones preciosas sobre oncogenes,
factores de crecimiento, factores de transcripcion, etc., genes que atafien a materias muy actuales de la investigacién
fundamental o aplicada. Una salida importante para la investigacion médica es la posibilidad de reproducir una enfer-
medad humana cuya determinacién genética es conocida (ciertas enfermedades humanas con patologia, tal como la
miopatia de Duchesne), con el objeto de estudiar mejor los mecanismos e investigar una terapéutica.

6
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Aplicando el procedimiento de la invencién, un gen conocido como responsable de una cierta enfermedad se inserta
de manera dirigida en el genoma de una célula E.S no humana. El animal transgénico no humano que se produce a
continuacién presenta un modelo til de esta enfermedad.

Si es necesario, y como se describi6 anteriormente, los funcionamientos genéticos normales pueden ser mantenidos
sustancialmente, a pesar de la insercion del gen extrafio.

Otra aplicacién del procedimiento de la invencion consiste en el marcado genético de animales no humanos. Esta
aplicacién consiste en insertar un gen de insercion que se detecta facilmente, por ejemplo el gen lacZ, y que puede
por tanto desempeifiar el papel de un marcador celular. De esta forma, se facilitan estudios de filiacién, por ejemplo,
en animales no humanos de concurso y la raza puede continuar.

La insercién del gen lacZ como gen de insercién posibilita asimismo estudios de promotor. Gracias a la posibilidad
de detectar la actividad -galactosidasa, la actividad y especificidad de diferentes promotores endégenos pueden ser
estudiadas haciendo diana en diferentes sitios en el mismo o distintos tipos de células. Los mismos estudios se podrdn
efectuar en un organismo entero, durante el desarrollo o en el estado adulto, utilizando las técnicas de animales no
humanos quiméricos o transgénicos.

Los inventores han constatado de forma sorprendente que la frecuencia de recombinacién homdloga no estd afec-
tada por la insercion de fragmentos de tamafio importante, por ejemplo el LacZ. Esta observacion ha sugerido a los
inventores que la técnica de recombinacién homoéloga se adaptaria bien a la insercidon de otros genes heterélogos que
son de tamafio importante.

La invencion prevé asimismo la aplicacion del procedimiento de sustitucion o de insercion especifico para la terapia
génica.

Gracias a la posibilidad de modificar el genoma de un animal no humano, el procedimiento de la invencién puede
por tanto utilizarse asimismo como “terapia génica”. Las utilizaciones mds evidentes consistirian en inactivar los
genes de receptores de agentes infecciosos (virus o bacterias) o toxicos. Si esta mutagénesis resultara letal, seria
necesario restablecer la funcidn perdida sin restablecer la sensibilidad a los agentes perjudiciales. Un gen modificado
que codifica para tal receptor podria ser reintroducido en la célula mutada, a menos que la modificacién pueda ser
provocada mediante la recombinacién homoéloga. Esta modificacién del patrimonio genético conferiria al animal no
humano una inmunidad contra la enfermedad considerada.

Este protocolo puede intervenir también en el cuadro de auto-injerto. Células, enfermas o sanas y que no son
ni células germinales humanas ni células embrionarias humanas, tomadas de un paciente, podrian ser cuidadas e
inmunizadas, y después ser reimplantadas en el mismo individuo.

La técnica de la invencion se presta también a los estudios de actividad de productos farmacéuticos que se presume
tienen una actividad con respecto a productos de expresioén de un gen patolégico relacionado con una enfermedad. En
este caso, el gen de insercion estd constituido por el gen patoldgico o un fragmento de éste y se administra al animal
transgénico no humano el producto farmacéutico a ensayar con el objeto de evaluar su actividad sobre la enfermedad.

La invencién se ilustrard haciendo referencia al pldsmido pGN y a su utilizacién en la insercién dirigida de un gen
extrafio (lacZ, que codifica para el enzima -galactosidasa de E. coli) en el genoma de una célula E.S. de ratén. El gen
lacZ se escogi6 debido al hecho de que su expresion puede detectarse facilmente y es simplemente a titulo ilustrativo.

La fase codificadora del enzima S-galactosidasa de E. coli (lacZ; 1-3057) fusionada con una secuencia genémica
(7292-3) del gen murino Hox.3-1 (Ref 1), empieza por el codon de iniciacién de dicho gen. Efectivamente, la secuen-
cia que precede al codon de iniciacién de HOXCS8 (Hox-3.1) es idéntica a la secuencia consenso observada en los
vertebrados (Ref 2), que permite de este modo una tasa de traduccién mejor de la 8-galactosidasa en las células de los
vertebrados. Al gen lacZ le sigue una sefial de poliadenilacion, por ejemplo del virus SV 40, como la mayorfa de los
genes eucariotas, con el fin de estabilizar los ARN mensajeros.

La actividad de la 8-galactosidasa de E. coli, que es funcional en las células eucariotas, puede detectarse de distintas
formas. Las células que expresan el gen lacZ toman una coloracién azul, después de fijacion, en presencia de X-Gal,
que es un sustrato de la -galactosidasa (Ref. 3). Un nuevo sustrato, el FDG (fluororosceina di-3-galactopiranésido),
permite detectar y dosificar la actividad 5-gal, mientras se conservan las células vivas (Ref. 4). Las células que expresan
lacZ acumulan un producto fluorescente y pueden aislarse mediante un clasificador de células o FACS (fluorescence-
activated cell sorter, Clasificador de células activadas por fluorescencia).

La unidad de transcripcion del gen de resistencia a la neomicina proviene en su mayor parte del pldsmido pRSV
neo (Ref 5). El LTR (long terminal repeat, repeticién terminal larga) del virus del sarcoma de Rous proporciona en
numerosas células eucariotas secuencias activadora y promotora muy potentes (Ref. 6). Del transposén bacteriano
Tn5, proceden un promotor activo en E. coli y la fase que codifica el enzima fosfotransferasa (Ref. 7), al que sigue
la sefial de poliadenilacién del virus SV40. El mismo gen bajo el doble control de los promotores RSV y Tn5 puede
conferir a las bacterias la resistencia a la neomicina o a la kanamicina, y a las células eucariotas la resistencia al G418.
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Mediante una simple mutuacién puntual, la unidad B de las secuencias activadoras (enhancer, potenciadoras)
de la cepa PyEC F9.1 del virus del Polioma se ha convertido en mucho mads activa en distintos tipos de células, y
en particular en las células de carcinoma embrionario (EC) (Ref 8). Dos copias de dicho potenciador Py F9.1 se
insertaron en tdndem en el pldsmido pGN, corriente arriba del LTR-RSYV, y en la orientacién “promotor tardio” de la
region reguladora del Polioma.

Con el fin de mejorar la tasa de traduccion de la fosfotransferasa, la secuencia que precede al codon de iniciacion
se ha modificado durante una mutagénesis por oligonucledtido. Asi, la secuencia T T C G C A U G se ha convertido
en G C A C C A U G, que corresponde mucho mejor a la secuencia consenso de iniciacion de la traduccién en los
vertebrados (Ref. 2).

Las mejoras aportadas a la unidad de transcripcién del gen de resistencia a la neomicina se han podido estimar
transfectando células cepas embrionarias (ES) de ratén. Con una molaridad igual en pldsmido, una construccién con
los enhancer F9.1 produjo 7,5x mds de clones resistentes al G418 que el pRSV neo y de 2 a 3x mds que el pMC1 Neo
descrito por Capecchi et al (ref. 13). De nuevo, el nimero de clones aumentd 60x, es decir 450x con relacién al pRSV
neo, modificando la secuencia de iniciacién de la traduccién. La recombinacién homéloga puede constituir un suceso
bastante raro, segiin las condiciones experimentales que se apliquen (por €j, 1/1.000 para HPRT, ref 13). Un vector que
presenta una eficacia de seleccion elevada resulta, por lo tanto de gran utilidad, tanto mds cuanto que las condiciones
de electroporacién dan lugar principalmente a la integracion de una sola copia.

El plasmido pGN contiene, ademds, un origen de replicacion bacteriano del tipo colE1, pBR322, que permite las
clonaciones y las preparaciones en E. coli.

Por ultimo, un sitio de clonacién miultiple (M.C.S.), sintetizado in vitro, que Unicamente contiene sitios de corte
unicos en pGN, se insert6 corriente arriba de lacZ, con el fin de facilitar las utilizaciones de dicho plasmido.

Las secuencias plasmidicas “flanqueadoras™ que provocan la recombinacién homéloga se afiaden a los extremos
del plasmido pGN después de la linearizacion del pldsmido corriente arriba de lacZ, por un sitio del MCS (véase fig
2). En este caso, las secuencias flanqueadoras escogidas son homdlogas a las secuencias cromosémicas procedentes
de HOXCS8 (Hox-3.1), que deben posteriormente intervenir en la recombinacién homéloga.

La figura 2 sitda la molécula construida a partir del pldsmido pGN con respecto al gen HOXC8 (Hox-3.1). En
este caso, una recombinacion entre las secuencias plasmidicas y cromosémicas de HOXC8 (Hox-3.1) llevaria a una
insercion al principio de la fase codificante de dicho gen y, por lo tanto, a su inactivacidn total.

El plasmido pGN retne varias ventajas para esta metodologia, que es aplicable a cualquier gen. Pudiendo ser
bastante raro el suceso de la recombinacién homdloga, (del orden de 1 por 1000 integraciones no homdlogas), es ne-
cesario poder analizar muchos clones cuya resistencia al G418 sea suficientemente intensa como para que se exprese
en cualquier parte del genoma. Las modificaciones aportadas a la unidad de transcripcién de la fosfotransferasa res-
ponden perfectamente a estos problemas. El método de mutagénesis por recombinacién homéloga equivale a inactivar
un gen por una insercién o una sustitucion, pero el plasmido pGN presenta la ventaja suplementaria de poder sustituir
la expresion de la S-galactosidasa por la del gen mutado. Por dltimo, el MCS facilita las clonaciones de fragmentos
gendémicos.

Ejemplos
I- Construccion del pldasmido pGN

Los plasmidos intermediarios se numeran segin su etapa.

1* etapa
Insercion de un sitio Xho I en el sitio Bgl I de pRSV neo
Insercién de un engarce Xho I en el sitio Bgl I de pRSV neo, satisfecha por el fragmento Klenow de la ADN
polimerasa de E. coli.
2% etapa
Insercion de un sitio Cla I en el sitio Nde I del pldsmido p1

Insercién de un engarce Cla I en el sitio Nde I de p1, satisfecha por la polimerasa Klenow.
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3% etapa
Insercion de un potenciador Py F9.1 en el sitio Cla I del pldsmido p2

Insercién de un potenciador Py F9.1 Pvu II-Pvu II aislado por un sitio tnico, Acc I, en el sitio Cla I de p2. Seleccion
de un clon que contenga dos potenciadores orientado en el sentido “promotor tardio”.
4% etapa
Delecion Sma I-Hpa I del pldasmido p3

Los dos enzimas, que dan lugar a “extremos libres”, pueden ser unidos directamente. Esta delecion elimina el intrén
del antigeno t de SV 40, que no es muy itil, y disminuye de forma apreciable el tamafio de la unidad de transcripcién
de la fosfotransferasa.
5% etapa
Insercion de un sitio Xho I en el sitio Bam HI de pCHI110

Insercién de un engarce Xho I en el sitio Bam HI del plasmido pCH 110 (Pharmacia), satisfecha por la polimerasa
Klenow.
6" etapa
Insercion del 3’ lacZ-poliA SV 40 en el plasmido p4

La region 3’ de la fase codificadora de la S-galactosidasa, seguida por la sefial de poliadenilacién del virus SV 40
se afsla del plasmido p5 por los sitios Xho I-Aat II y se clona en el plasmido p4 por los mismos sitios.
7" etapa
Insercion del 5’ lacZ en el vector KS-

La regién 5’ de la fase codificadora de la B-galactosidasa se afsla del plasmido pMC 1871 (Pharmacia) por los
sitios Pst I-Sac I y se clona en el vector KS- (Stratagene) por los mismos sitios.
8" etapa
Fusion de una secuencia genomica HOXCS (Hox-3.1) con el 5’ lacZ

Una secuencia genémica del gen HOXCS8 (Hox-3.1), clonada en el vector KS-, se purifica por digestiones sucesivas
mediante el enzima Sac I, y a continuacién por la nucleasa Mung bean y, por tltimo, por el enzima ApaI. Esta insercién
se fusiona con la parte 5’ de la fase codificadora de la 3-galactosidasa mediante clonacién en el pldsmido p7 digerida

por Apa I-Sma I. La proteina fusionada de este modo contiene el codon de iniciacién de la traduccién del gen HOXCS8
(Hox-3.1), seguido de la fase codificadora de la 8-galactosidasa (comprobada a continuacién mediante secuenciacion).

Met Ser Ser fle Pro QY Asp Pro
CCAGC ATGAGC ICC ATTCCC GGG GATCCC
GGTCG Igai;rCG AGG TAAGGG CCCCTAGGG
CCAGC ATGAGC T J Smal
GGTCG TAC

8 nucleasa Mung bean
CCAGC ATG GGG GATCCC
GGTCG TAC - CCCCTG GGG

G
c

>»-i
on

CCAGC A
GGTCG T
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9% etapa
Insercion de HOXCS8 (Hox-3.1)-5’lacZ en el pldasmido p6

La fusién HOXC8 (Hox-3.1)-5’ lacZ se aisla del plasmido p8 por los sitios Apa I-Sac I y se clona en el pldsmido
p6 por los mismos sitios. Esta clonacién tiene por efecto reconstituir la fase codificadora de la S-galactosidasa en su
totalidad.

10% etapa
Insercion del gen Neo® en el vector KS+

El gen de resistencia a la neomicina (promotor bacteriano y fase codificadora de la fosfotransferasa) se aisla del
pRSV neo por los sitios Hind ITII-Eco RI y se clona en el vector KS+ (Stratagene).

11° etapa
Mutagénesis de la secuencia de iniciacion de Neo® en p10

La secuencia de iniciacion de la traduccidn de la fosfotransferasa es modificada para que sea idéntica a la secuencia
consenso observada en los vertebrados y permitir de esta forma una tasa superior de iniciacién de la traduccién y, por
lo tanto una resistencia acrecentada al G418 para las células de mamiferos. La modificacién crea de igual modo un
sitio Apa LI que permite controlar la eficacia de la mutagénesis.

~Acall _
GTTTCGCAIG = GTGCACCATIG

Se sintetiza un oligonucledtido (Gene Assembler, Pharmacia) (CTTGTTCAATCATGGTGCACGATCCTCA) que
comprende una regién de desapareamiento con la secuencia del pRSV neo (subrayada) y se fosforila seguidamente
por la polinucleétido quinasa del bacteriéfago T4. Se prepara una matriz monocatenaria del pldsmido p10 gracias al
origen f1 del plasmido KS+ y se hibridiza con el oligonucleétido de mutagénesis. La segunda hebra se sintetiza y
repara por la polimerasa Klenow y la ADN ligasa del bacteriéfago T4. Después de la transformacién de las bacterias,
los clones mutados se localizan mediante el oligonucle6tido marcado con *P. La mutagénesis se ha comprobado
digiriendo mediante Apa LI, asi como mediante secuenciacion.

12° etapa
Sustitucion de la secuencia de iniciacion en el pldsmido p9

Un fragmento que contiene la secuencia modificada de iniciacién de la traduccién del gen de resistencia a la
neomicina, se aisla del plasmido p11 por los enzimas Hind III-Eagl y se clona en el plasmido p9 por los mismos sitios.
13* etapa
Insercion del sitio de clonacion miiltiple en el pldsmido p12

Se sintetizan dos oligonucledtidos complementarios (Gene Assembler, Pharmacia), y después se fosforilan. Des-
pués de apareamiento, el MCS se clona en los sitios Apa I-Sac II del plasmido p12, gracias a sus extremos cohesivos.

Xma | Asp 718 Xmn |
~Acal Smal Xon § Xba | Nejl
§ CCCCGGGGGTACCTCTAGAATGCATTCCGEC ¢
T CCGGGGGGCCCCCATGGAGATCTTACGTAAGG &

El sitio de clonacién multiple se ha comprobado asimismo mediante secuenciacion.

10
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Il - Adicion de las secuencias “flanqueadoras” en los extremos del plasmido pGN linearizado corriente arriba de
lacZ’ por un sitio del M.C.S.

Las secuencias flanqueadoras que se utilizan se han seleccionado en funcién del sitio de insercién deseado (por
ejemplo, HOXCS8 (Hox-3.1), véase Fig 2 ay b pPGMA y pGMD).

En la construccion del pldsmido de mutagénesis pGMD, se han clonado dos brazos del ADN homélogo en el
locus HOXCS8 (Hox-3.1), en los sitios Apa [-Nsi I y Nsi I-Sac II del vector pGN. El brazo 5’ empieza en el sitio
Sac II (CCGCGQG) en el nucledtido 219 del ADNc c21 de HOXC8 (Hox-3.1). Este fragmento abarca 6,8 kb en 5’
hasta el primer sitio BamHI. El brazo 3’ empieza en el sitio Apa 1 (GGGCCC) en el nucleétido 885 del ADNc c21.
Este fragmento abarca 1,5 kb en 3’ hasta el primer sitio Pstl. Se ha insertado un engarce Nsil en el sitio BamHI del
fragmento 5° y en el sitio Pstl del fragmento 3. Los brazos 5’ y 3’ se han clonado en el vector pGN en los sitios Nsi
I-Sac 1T y Apa I-Nsi I, respectivamente. Se ha publicado la secuencia del ADNc de HOXCS8 (Hox-3.1) c21 (ref 1).

El plasmido de mutagénesis se lineariza mediante digestién con Nsi I antes de electroporacién de células E.S. Sus
extremos estan formados por los dos brazos gendémicos clonados en los sitios Apa I-Nsi I y Nsi I-Sac II del vector
pGN.

El plasmido pGMD no presenta sefial de poliadenilacién después del gen de resistencia pero, en cambio, presenta
una secuencia rica en AU responsable de una degradacion selectiva de ARNm, insertada en la secuencia del intrén de
HOXCS (Hox-3.1) del pldsmido.

Otro plasmido de mutagénesis, pPGMA, presenta idéntica estructura que el pGMD pero contiene las sefiales de
poliadenilacién y de terminacion de transcripcion del SV40 y no presenta la secuencia AU de degradacién de ARNm
corriente abajo del gen Neo'. Estas modificaciones tenian como objetivo reducir la proporcién de transcritos de Neo'
en clones procedentes de la integracion al azar. Por el contrario, clones procedentes de episodios de recombinacién
homéloga entre pGMD y un locus HOXCS8 (Hox-3.1), deberian tener un crecimiento inalterado durante la seleccién
con G418, elimindndose la secuencia AT de degradaciéon de ARNm por el mismo procedimiento de recombinacién, o
empalmandose con el intrén HOXC8 (Hox-3.1).

En las etapas experimentales que siguen, se ha seguido el protocolo descrito por Thompson et al. 1989 para la
produccién de animales quiméricos.

III - Transfeccion de células embrionarias de raton
El método descrito por Thompson et al 1989, se ha utilizado para transfectar células embrionarias de ratén. La
utilizacién de la técnica de electroporacion asegura la introduccion de una sola copia del gen extrafio (lacZ) por célula.

Después de transfeccion, se han aislado varios clones que expresan la $-galactosidasa.

Los plasmidos de mutagénesis pGMD y pGMA se han linearizado e introducido mediante electroporacion en
células E.S. con el fin de favorecer la insercién s6lo de una copia en el genoma (ref 11).

Las transfecciones iniciales se han realizado para comparar la eficacia de localizaciéon del HOXC8 (Hox-3.1) de
los plasmidos pPGMA y pGMD (véase tabla I).

TABLA I

Recombinacién homoéloga en el gen HOXC8 (Hox-3.1)

Exp. Plasmido de  N°del conjunto  N° de clones que N° de resultados
mutagénesis analizado forman el conjunto  PCR positivos

I pGMA 3 600 0(2)

] pGMD 5 250 3(5)

t pGMD 84 2-3 5(5)

La progenie celular E.S. “C.C.E.” (ref 16) se ha mantenido de una forma continua sobre cepas nutrientes fibro-
blasticas (ref 17). Para los experimentos I y II, se sometieron a electroporacién 1,5 x 107 células E.S. en 1,5 ml de
HeBS (ref 11) a 200 V, con 40 mg de plasmido linearizado, y seguidamente distribuidas en cuatro cajas de cultivo
(didmetro de 100 mm). Para el experimento III, el choque se ha llevado a cabo en las mismas condiciones pero una
cuarta parte de las células se han distribuido en cuatro placas de 24 pocillos. Al dia siguiente, se afiadieron 250 ug
ml™' de G418. Cada transfeccién dio lugar a aproximadamente 2.400 clones con pGMA y a aproximadamente 1.000
clones con pGMD.

11
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El nimero medio de clones de células E.S. resistentes al G418 en cada conjunto se indica en la tabla I, asi como
el nimero de conjuntos que dan un resultado positivo con la técnica PCR Un resultado positivo significa que se ha
podido observar una banda de 1,6 Kb en un gel de agarosa coloreado con bromuro de etidio (véase figura 7). Se indica
entre paréntesis (fig 8) el nimero de conjuntos que dan una sefial positiva después de un andlisis Southern de la mezcla
PCR y de hibridacién de una sonda especifica que no contenia las secuencias de los iniciadores.

Deteccion de la recombinacion homologa con la PCR

Se llevé a cabo la PCR sobre 10° células de un conjunto de 250 clones de la transfeccién II (véase via D de la
figura 7). En las otras vias, se analizaron a la vez cuatro conjuntos de la transfeccién III mezclando aproximadamente
4 x 5.000 células. Los iniciadores 07 y 08 utilizados en la PCR rodean la secuencia 3> HOXCS8 (Hox-3.1) del plasmido
de mutagénesis (fig 2). El fragmento de 1,6 Kb que abarca esta secuencia 3’ inicamente puede amplificarse en el caso
de una recombinacién homdloga. Las vias 2, 3 y D ilustran resultados positivos.

El ADN de los clones E.S. se preparé en el momento de la réplica sobre filtro, utilizando el método “boiling-
proteinase K digestion boiling” (ref 18). Se llevaron a cabo 40 ciclos de amplificacién (40 segundos a 94°C, 1 minu-
to a 60°C, 7 minutos a 72°C), en una mezcla de reacciéon de 100 ul, que contenia 67 mM Tris-HCL (pH 8,6), 16,7
mM (NH,),SO,, 6,7 mM MgCl,, 10 mM de 2-mercaptoetanol, gelatina al 0,01% (p/v), 200 uM dATP, dTTP y dCTP,
100 uM dGTP, 100 uM 7-deaza dGT, 600 ng de cada iniciador (07: AACTTCCCTCTCTGCTATTC y 08 : CAGCA-
GAAACATACAAGCTG) y 3U de polimerasa Taq (Perkin Elmer Cetus), cubierto con 100 ul de parafina. La mitad de
la mezcla de reaccidn se aplicé a un gel de agarosa al 0,7% coloreado con bromuro de etidio. El marcador de tamafio
es un digerido Eco RI + Hind III de ADN lambda.

Andlisis de Southern

Se aislaron a partir de los conjuntos positivos, utilizando pipetas, tres clones independientes de células E.S. que
contenian el HOXCS8 (Hox-3.1) mutado (identificado por PCR). Se examiné su ADN mediante anélisis de Southern
después de digestion con los enzimas de restriccion indicados en la figura 8, con el fin de confirmar la localizacién
especifica y de hacer la distincién entre los loci recombinados y salvajes. Se utilizaron dos sondas diferentes en el
andlisis del extremo 3’ de los loci HOXC8 (Hox-3.1) en los clones mutados y en las células E.S. no mutadas que
actuaban como testigos (fig 8 c). La primera sonda “a” estaba contenida en las secuencias HOXC8 (Hox-3.1) del
pldsmido de mutagénesis y demostraba el nimero de integraciones de vector y sus enlaces fisicos. Uno de los tres
clones recombinados contenia ademads una copia del pldsmido integrada al azar (fig. 8a, clon F,). La segunda sonda
“b” que no estaba contenida en el vector de mutagénesis distinguia entre los alelos HOXCS8 (Hox-3.1) recombinados y
salvajes (fig. 8 b). El locus recombinado HOXCS8 (Hox-3.1) presentaba, con las dos sondas, la imagen de hibridacién
esperada a partir de los mapas de restriccion del vector de mutagénesis y del locus intacto. Ademas, se confirmo la
existencia de dos dominios de recombinacién en el brazo 3’ del vector por la presencia o ausencia de la secuencia
AT en el locus HOXC8 (Hox-3.1) recombinado (por ejemplo, fig. 8, clon L5). El extremo 5’ del locus HOXC8 (Hox-
3.1) se analiz6 asimismo para el episodio de recombinacién homéloga. Se utilizaron enzimas de restriccién que no
presentaban sitios en la secuencia HOXC8 (Hox-3.1) 5’ de 6,8 Kb del vector de mutagénesis, en la digestién de
los ADN de los clones recombinados. Estos ADN se sometieron seguidamente a una electroforesis en un campo
sometido a pulsos para diferenciar los fragmentos de peso molecular elevado. Un anélisis de Southern de este gel
indicé asimismo los alelos recombinados correctamente y los alelos HOXC8 (Hox-3.1) salvajes, utilizando una sonda
que presentaba una secuencia corriente arriba del plasmido de mutagénesis.

Los andlisis de Southern demostraron que un alelo del gen HOXCS8 (Hox-3.1) se recombiné tal como estaba
previsto. La recombinacién homologa era equivalente a un doble “crossing-over” (entrecruzamiento) entre los brazos
genémicos del plasmido de mutagénesis y las secuencias cromosémicas homélogas (Fig. 2).

En los clones recombinantes, el gen lacZ se puso bajo el control de las secuencias promotoras y reguladoras del
Hox-3.1, corriente arriba del codon AUG, pero las sefiales 3’ de maduracién del ARNm procedian del SV40. En estos
clones recombinados, la expresion de lacZ no se podia detectar mediante coloracién con 8-Gal, lo que es coherente
con la ausencia de transcripciéon de HOXCS8 (Hox-3.1) en las células E.S. determinada mediante anélisis de proteccién
de ARNasa. La actividad de g-Gal se podia inducir en ciertas células después de 3 6 4 dias de cultivo en presencia de
5.1077 M de 4cido retinoico, condiciones que se sabe son inductoras de la transcripcién de HOXC8 (Hox-3.1) (ref 19).

Utilizando el vector de mutagénesis pGMA, que presenta una homologia total de 8,3 Kb de ADN con el locus
HOXCS8 (Hox-3.1), se sustituyé un fragmento de 120 pares de bases por una insercién de 7,2 Kb. La frecuencia
de esta sustitucion localizada (1/900) es comparable a la obtenida recientemente (1/1000) con HPRT (ref 13) o con
En-2 (1/260) (ref 20), siendo sin embargo en estos dltimos casos el fragmento heterélogo insertado de un tamafio
mucho menos importante (1,1 y 1,5 Kb respectivamente). Sorprendentemente, se constaté que con el vector pPGMD
se pudo obtener una frecuencia de recombinacién homdéloga muy elevada (1/40). La eliminacion de las sefiales 3’ de
maduracién del ARNm y la adicién de la secuencia de degradacién del ARNm al gen de resistencia a la neomicina,
ha tenido como consecuencia reducir por 2,4 el nimero total de clones resistentes al G418 (tabla I). La relacién
de localizacion especifica era casi 10 veces mas elevada (900/40). En los experimentos con pGMD, se ha debido
afectar incluso el mecanismo de recombinacién homélogo. Una explicacién posible de estos resultados seria que una
secuencia AT de 51 pares de bases podria proporcionar, in vivo, un bucle abierto en el pldsmido de mutagénesis a
causa de su temperatura de fusiéon mds baja. Si las secuencias HOXC8 (Hox-3.1) vecinas del pGMD pueden verse
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influenciadas por esta apertura, a cada lado de la regién AT, podrian reaccionar de una manera mas eficaz, en estado
monocatenario, con el locus cromosémico HOXCS8 (Hox-3.1). El modelo de recombinacién mitdtica en la levadura
sugiere que se iniciarfa por un intercambio de hebras de este tipo, aunque el mecanismo de recombinacién homdélogo
permanece desconocido en los eucariotas méds complejos.

La figura 8 muestra los resultados del andlisis de Southern efectuado en clones de individuos positivos (L5 y F2) y
en células E.S. (C.C.E.).

Las sondas utilizadas tinicamente se hibridan con las secuencias HOXCS8 (Hox-3.1) incluidas en el vector (a) o ex-
cluidas del vector de mutagénesis (b). La imagen de hibridacién del locus HOXCS8 (Hox-3.1) recombinado (tridngulos
abiertos) se distingue claramente del locus salvaje (tridngulos negros). Los asteriscos indican las bandas de hibridacién
de una copia del plasmido que se ha integrado al azar. El marcador de tamaifio es un digesto Eco RI + Hind III de ADN
lambda.

La figura 8 (c) muestra los mapas de restricciéon de los alelos HOXCS8 (Hox-3.1) recombinados (rec) y salvajes
(wt). Las partes del vector de mutagénesis y del locus HOXCS8 (Hox-3.1) se indican con los mismos simbolos que los
utilizados en la figura 2. En este caso, la secuencia AT se ha integrado mediante recombinacién homéloga. La flecha
vertical indica el extremo 3’ del pldsmido de mutagénesis. La localizacién de las sondas “a” y “b” utilizadas en el
andlisis de Southern, se indica también. Las abreviaturas utilizadas en la figura 8 son las siguientes: B, Bam HI; D,
Dral, E, Eco RI; H, HInd I1I; S, Sal I; X, Xho I.

IV - Produccion de embriones quiméricos no humanos

Se realiz6 una microinyeccién en unos blastocistos con dos clones E.S. recombinantes que contenian un alelo
HOXC8 (Hox-3.1) intacto y un alelo recombinado, no conteniendo estos clones ninguna otra copia del plasmido de
mutagénesis. Los cariotipos de estas células eran normales.

Se microinyectaron de diez a quince células mutadas por blastocisto. Tras reimplantacidn en las madres portadoras,
se recuperaron los embriones a los 9,5, 10,5 y 12,5 dias después de la conjugacioén, y se analizaron para la expresion
de lacZ. La clave de transcripcion de HOXC8 (Hox-3.1) en estos estadios se habia determinado previamente mediante
analisis de hibridacién in situ (ref 1). Los transcritos HOXCS8 (Hox-3.1) son detectables la primera vez en el estadio
de gastrulacion tardia y se reparten en todos los tejidos de la parte posterior del animal. Mds tarde, el reparto se limita
progresivamente en el espacio y se hace especifico del tejido. En el estadio de 12,5 dias después de la conjugacion,
la transcripcion se localiza en la regidn cervical del tubo neural, a nivel del corazén. Durante la embriogénesis, el
reparto de la transcripcion de HOXC8 (Hox-3.1) sufre, por tanto, modificaciones. El estadio de 10,5 dias después de la
conjugacion parece ser un periodo de transicion, teniendo lugar la transcripcion a la vez en las dos regiones posteriores
y en el tubo neural cervical.

En embriones quiméricos de 9,5 y 10,5 dias post conjugacidn, la parte caudal en la yema posterior presentaba
una actividad $-Gal intensa, mientras que el marcador no se ha detectado nunca en la regién toracica anterior o en la
cabeza (Fig. 9a). En la region posterior, se han observado células coloreadas por 8-Gal en todos los tejidos y de todas
las capas embrionarias. Entre las dos yemas que dan lugar a los miembros, se repartian células coloreadas en zonas
restringidas, en el ectodermo superficial (Fig. 9b), asi como en las regiones posteriores (Fig. 9¢c) y, en forma de lineas
estrechas o estrias, en el tubo neural (Fig. 9 b). Estas estrias presentaban un reparto irregular y asimétrico en la pared
del tubo neural. La transcripcién de HOXCS8 (Hox-3.1) no se detect6 en la capa delgada de células hacia el cierre del
tubo neural. Estas células no han resistido quizas a los tratamientos aplicados al realizar la hibridacién in situ. Se ha
observado que las células del ectodermo neural forman parte, muy temprano, de partes distintas del sistema nervioso
y se desplazan en una direccidn radial, segiin unos movimientos laterales estrechos (ref 21). Estos resultados son por
tanto coherentes con esta observacion.

La expresién de LacZ ha ilustrado por tanto correctamente la primera parte de la transcripcién del homeogen
HOXCS8 (Hox-3.1), es decir, en todos los tejidos de las regiones caudales de los embriones de 9,5 y 10,5 dias post
conjugacion, y ha proporcionado nuevas informaciones con respecto al modo de transcripcién de HOXC8 (Hox-3.1).

Por el contrario, la expresion de LacZ no se ha observado en las regiones cervicales del tubo neural de embriones
quiméricos de 12,5 dias, ni en la regién anterior de embriones de 10,5 dias; esto no constituia el resultado esperado a
partir de los estudios de hibridacién in situ. La fase ulterior de transcripcién de HOXC8 (Hox-3.1) observada a partir
del dia 10,5 en las zonas muy localizadas del tubo neural no se evidenciaba por la actividad de 5-Gal. Una explicacién
posible de este resultado seria que, aunque la expresion del LacZ esté bajo el control del promotor HOXC8 (Hox-
3.1), las secuencias 3’ del HOXC8 (Hox-3.1) estdn ausentes en el gen reportador. Es posible que las secuencias 3’
del codon de iniciaciéon AUG del HOXCS8 (Hox-3.1) tengan influencia en la expresién tardia de HOXC8 (Hox-3.1) en
el dominio anterior. Un efecto de “dosificacién génica” podria también explicar este resultado. La autoactivacién de
varios homeogenes en Drosophila se ha demostrado genéticamente o se ha sugerido por la formacién de complejos
entre el ADN y las proteinas de las homeosecuencias.

Si el componente tardio de la transcripcién de HOXCS8 (Hox-3.1) en el tubo neural se mantiene mediante un me-
canismo parecido, la inactivacién de un alelo podria tener un efecto dominante en las células del ectodermo neural. Ya
que un alelo sélo produciria la proteina HOXC8 (Hox-3.1), la sefial de activacion se diluiria sobre los dos promotores.
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La reduccion de la autoinactivacién en los dos loci podria conducir de este modo a una detencién total de la iniciacién
de la transcripcion. Esto podria explicar porqué no se ha detectado ninguna expresion de LacZ en la region cervical
del tubo neural de embriones de 10,5 y 12,5 dias.

V - Paso de la modificacion a la progenie celular germinal: produccion de animales transgénicosmética no humanos

Los efectos en F; y en F, de la modificacién aportada por la insercion dirigida se han observado después de
reproduccién de las quimeras. Se ha constatado el paso de la modificacién a la progenie celular germinal.
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REIVINDICACIONES

1. Procedimiento para obtener la expresion, o para mejorar la tasa de expresion de un gen, denominado gen receptor,
en el genoma de una célula eucariota, siendo el gen receptor susceptible de hacerse funcional o més eficaz cuando se
recombina con un ADN de complemento, comprendiendo dicho procedimiento:

- la introduccién en unas células eucariotas que no son ni células germinales humanas, ni células embriona-
rias humanas, de un vector que contiene una insercién que comprende a su vez el ADN de complemento,
denominado ADN de insercién, y dos secuencias denominadas “flanqueantes” a ambos lados del ADN
de insercion, respectivamente homdlogas a dos secuencias gendmicas que lindan con el sitio de insercién
deseado en el gen receptor;

- comprendiendo el ADN de insercién una parte de un gen, y siendo heterélogo con respecto al gen receptor;
- siendo las secuencias flanqueantes seleccionadas para permitir por recombinacién homdloga, la yuxtaposi-
cion del ADN de insercion en el gen receptor, de manera que el ADN de insercion haga funcional o mejore

el funcionamiento del gen receptor.

2. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el ADN de insercién estd constituido por una parte por un
gen, por ejemplo una secuencia reguladora.

3. Procedimiento segun la reivindicacion 1, en el que el gen receptor es un gen que normalmente no estd transcrito
en la célula eucariota.

4. Procedimiento segun la reivindicacién 1, en el que el gen receptor no presenta un fenotipo para seleccionar.
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