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DESCRIPCION
Composiciones y métodos para producir animales modificados genéticamente
Solicitudes relacionadas

Esta solicitud reivindica la prioridad de la Solicitud Provisional Australiana No. 2013904307 titulada "Compositions and
Methods for Producing Genetically Modified Animals" presentada el 7 de noviembre de 2013, y de la Solicitud
Provisional Australiana No. 2014902162 titulada "Compositions and Methods for Producing Genetically Modified
Animals" presentada el 6 de junio de 2014.

Campo de la invencion

El campo de la invencidn se refiere generalmente a métodos y composiciones para producir embriones de roedor con
un gen de fertilidad disrumpido o que se puede disrumpir, que pueden usarse como huéspedes para el desarrollo de
células pluripotentes donantes, incluyendo células pluripotentes donantes modificadas genéticamente, en células
germinales y gametos. El campo de la invencion también se refiere a métodos y composiciones para producir, a partir
de dichos embriones, animales roedores quiméricos con un gen de fertilidad disrumpido y para reproducir los animales
roedores quiméricos con animales roedores cognados que comprenden un gen de fertilidad que carece de una
disrupcion para producir animales roedores que tienen sustancialmente todos los gametos y/o células germinales
derivadas de las células pluripotentes donantes.

Antecedentes de la invencion

Las células madre embrionarias (ES) de ratén son pluripotentes y pueden contribuir a todos los tejidos de un raton
después de la inyeccion de blastocistos. También pueden manipularse genéticamente con una facilidad relativa y se
han usado para la generacion de ratones modificados genéticamente después de la introduccion de mutaciones
dirigidas en el genoma (véase, p. ej., Doetschman T et al., 1987. Nature 330: 576-578).

WO 03/08190 A2 se refiere a la generacion de un animal que tiene una modificacién genética deseada caracterizado
porque los blastocistos 0 embrion fuente es de un animal que tiene un defecto permanente o condicional en sus células
de la linea germinal. WO 2013/131285 A1 describe un ratén con inactivacién por delecién de GILZ en donde el exdn
6 de GILZ se deleciona por el uso de la recombinasa CRE.

Cuando se introducen en el entorno embrionario de blastocistos, las células ES "donantes" de ratén con la modificacion
genética se integran en la masa celular interna del blastocisto huésped y se diferencian en linajes de células somaticas y
germinales, dando lugar eventualmente a ratones mosaico conocidos como quimeras. Las diferencias en el quimerismo
se deben a diferentes cantidades de contribucién de las células ES donantes a los blastocistos. Cuanto mejor se
comporten las células ES donantes en el blastocisto, mas células del embrién derivan de las células ES donantes, lo que,
a su vez, aumenta la transmision de la modificacién genética en la linea germinal (transmision en la linea germinal).

Sin embargo, debido a varios factores complejos que se entienden poco, incluyendo (i) el requerimiento de que las
células ES donantes estén en el lugar correcto en el momento correcto para integrarse en el proceso de desarrollo de
la masa celular interna (ICM), (ii) la capacidad inherente (genética y epigenética) de las células ES donantes de
volverse células germinales primordiales y de desarrollarse posteriormente en gametos funcionales, y (iii) la
competicién entre las células madre huésped y donantes durante el desarrollo embrionario en quimeras
convencionales para el nicho de desarrollo de volverse eventualmente gametos, la contribucién de la linea germinal
de las células ES donantes en quimeras es impredecible y varia del 0 % al 100 %.

Por consiguiente, existe una necesidad de mejorar la transmisién en la linea germinal de células pluripotentes
modificadas genéticamente tales como células ES y de acelerar la generacion de animales derivados de células
pluripotentes a partir de quimeras.

Resumen de la invencion

La presente invencidn surge, en parte, de la determinacion de que la transmision en la linea germinal de una célula
pluripotente de roedor donante (p. €j., que comprende una modificacién genética) que comprende un gen de fertilidad
endogeno puede aumentarse significativamente disrumpiendo el gen de fertilidad en un embrion de roedor
preimplantaciéon en el que se introduce la célula pluripotente de roedor donante. La implantacion y gestacion del
embrién en un animal roedor sustituto o adoptivo produces descendencia que incluye animales roedores quiméricos
que comprenden células germinales o gametos enddgenos que comprenden un gen de fertilidad disrumpido, asi como
animales roedores quiméricos que comprenden células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de
roedor donante que no comprenden una disrupcion en el gen de fertilidad. Cuando se cruzan con un animal roedor
cognado que comprende un gen de fertilidad no disrumpido, los animales roedores quiméricos que comprenden
células germinales o gametos enddgenos que comprenden un gen de fertilidad disrumpido tendran una fertilidad
alterada o inhibida y aquellos que comprenden células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de
roedor donante tendran una fertilidad normal o no alterada, aumentando de esta manera la produccion de la primera
camada de crias que comprende células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de roedor donante.
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Por consiguiente, en un aspecto, la presente invencion proporciona un embrién huésped de roedor preimplantacion
que comprende 0 que consiste esencialmente en, en su linea germinal, un gen de fertilidad disrumpido. El gen de
fertilidad que esta disrumpido como se describe en la presente memoria puede estar en cualquier cromosoma y, en
algunas realizaciones, el gen de fertilidad esta localizado en un cromosoma sexual (p. €j., cromosoma X o Y). En
realizaciones especificas, el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X. La disrupcion del gen de fertilidad
puede ser heterocigota u homocigota y, en realizaciones especificas, ambos alelos del gen de fertilidad estan
disrumpidos. De forma adecuada, la disrupcion del gen de fertilidad inhibe la fertilidad masculina y, en ejemplos
ilustrativos de este tipo, la disrupcion inhibe la funcion del esperma o la espermatogénesis. En realizaciones
especificas, el gen de fertilidad es GILZ

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona a embrién huésped de roedor preimplantacién como se
ha descrito anteriormente que comprende ademas una célula pluripotente de roedor donante que comprende un gen
de fertilidad que carece de una disrupcién en el mismo. En algunas realizaciones, la célula pluripotente de roedor
donante es una célula madre {p. €j., seleccionada de células madre embrionarias (ES), células madre de epiblasto,
células germinales embrionarias, células madre pluripotentes inducidas, células ES modificadas genéticamente,
células madre de epiblasto modificadas genéticamente, células germinales embrionarias (EG) modificadas
genéticamente, células madre pluripotentes inducidas (iPS) modificadas genéticamente o una combinacién de dos
cualquiera o mas de estas). De forma adecuada, la célula pluripotente comprende una modificacion genética. En
realizaciones especificas, la célula pluripotente de roedor donante es una célula pluripotente masculina.

Otro aspecto de la presente invencion proporciona un embrion huésped de roedor que comprende un gen de fertilidad
disrumpido como se ha definido anteriormente y en otro lugar de la presente memoria y una célula pluripotente de
roedor donante que comprende un gen de fertilidad que carece de una disrupcién en el mismo. En algunas
realizaciones, la célula pluripotente de roedor donante es una célula madre (p. €j., una célula ES) que, de forma
adecuada, comprende una modificacion genética. La célula pluripotente de roedor donante es, de forma adecuada,
una célula pluripotente masculina.

En otro aspecto mas de la presente invencion, se proporcionan métodos para generar animales roedores. Estos
métodos generalmente comprenden o consisten esencialmente en introducir un embrién huésped de roedor
preimplantacion como se ha definido anteriormente y en otro lugar de la presente memoria en un animal roedor
pseudoprefiado y gestar el embrion huésped de roedor preimplantaciéon en condiciones adecuadas para el desarrollo
del embrién, generando de esta manera un animal roedor.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un animal roedor a partir de estos métodos.

Otro aspecto mas de la presente invencion proporciona un animal roedor sustituto o adoptivo que comprende o que
consiste esencialmente en un embrién huésped de roedor como se ha definido anteriormente ampliamente y en otro
lugar de la presente memoria.

En otro aspecto de la presente invencion, se proporcionan métodos para generar un animal roedor quimérico. Estos
métodos generalmente comprenden o consisten esencialmente en introducir en un animal roedor pseudoprefiado un
embrion huésped de roedor preimplantacion como se ha definido anteriormente ampliamente y en otro lugar de la
presente memoria que comprende una célula pluripotente de roedor donante que comprende un gen de fertilidad que
carece de una disrupcién en el mismo y gestar el embrién huésped de roedor preimplantacion en condiciones
adecuadas para el desarrollo del embrién, generando de esta manera un animal roedor quimérico.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un animal roedor quimérico a partir de estos métodos.

En la presente memoria se proporcionan métodos para generar un embrién huésped de roedor con un gen de fertilidad
disrumpido. Estos métodos generalmente comprenden o consisten esencialmente en cruzar: 1) una primera cepa de
animal que porta un gen de fertilidad que se puede disrumpir; con 2) una segunda cepa de animal que porta un
transgén activador de la infertilidad que comprende un gen que disrumpe el gen de fertilidad que se puede disrumpir,
generando de esta manera embriones huésped de roedor transgénicos que comprenden células germinales que tienen
un gen de fertilidad disrumpido. En algunas realizaciones, los miembros femeninos de la primera cepa de animal se
cruzan con miembros masculinos de la segunda cepa de animal. Tal y como se usa en la presente memoria, los
miembros respectivos de la primera y segunda cepas de animales son compafieros de reproduccion de una pareja de
reproduccion de animales roedores.

En otro aspecto mas, la presente invencion proporciona una pareja de reproduccién de animales roedores, que
comprende: (1) un primer comparero de reproduccién que comprende un transgén de fertilidad que se puede disrumpir
que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir como se ha descrito ampliamente anteriormente y en otro
lugar de la presente memoria, que se puede disrumpir con una molécula disruptora del gen de fertilidad, en donde el
gen de fertilidad que se puede disrumpir esta conectado operativamente a un promotor, y (2) un segundo comparnero
de reproduccion que comprende un transgén disruptor que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la
molécula disruptora del gen de fertilidad ("una secuencia de nucleétidos disruptora"), en donde la secuencia de
nucleétidos disruptora esta unida operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, la molécula disruptora del
gen de fertilidad es una recombinasa y el gen de fertilidad que se puede disrumpir esta conectado operativamente a
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sitios de reconocimiento de recombinasa que median la disrupcion del gen de fertilidad que se puede disrumpir en
presencia de la recombinasa. En otras realizaciones, la molécula disruptora del gen de fertilidad es una molécula de
ARN inhibidor que inhibe la expresién del gen de fertilidad que se puede disrumpir, de forma adecuada, por la
supresion antisentido o interferencia de ARN. En otras realizaciones mas, la molécula disruptora del gen de fertilidad
es un anticuerpo que es inmuno-interactivo con un producto polipeptidico del gen de fertilidad que se puede disrumpir.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos disruptora se puede expresar condicionalmente y, en ejemplos
ilustrativos de este tipo, el transgén disruptor comprende un elemento modulador de la expresion unido operativamente
a la secuencia de nucleétidos disruptora, en donde el elemento inhibe condicionalmente la expresién de la secuencia
de nucledtidos disruptora. Por ejemplo, el elemento modulador de la expresion puede inhibir la transcripcién de la
secuencia de nucledtidos disruptora bajo una primera condicién y la disrupcién del elemento modulador de la expresion
puede permitir o aumentar la transcripcion de la secuencia de nucleétidos disruptora bajo una segunda condicién. En
algunas realizaciones, el elemento modulador de la expresion comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p.
ej., un terminador de la transcripciéon) que inhibe la expresién de la secuencia de nucleétidos disruptora y que esta
unida operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa, en donde los sitios de reconocimiento de
recombinasa median la disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de una recombinasa. En
ejemplos ilustrativos de este tipo, el primer companero de reproduccién comprende un transgén activador que estimula
0 aumenta la expresién de la secuencia de nucledtidos disruptora, que comprende una secuencia codificadora para la
recombinasa, conectada operativamente a un promotor.

En algunas realizaciones, el primer comparero de reproduccién es hembra y el segundo comparnero de reproduccion
es macho.

De forma adecuada, el primer compafero de reproduccién es homocigoto para el transgén activador y/o el segundo
compafiero de reproduccion es homocigoto para el transgén disruptor.

En un aspecto relacionado, la presente invencidén proporciona una pareja de reproduccion de animales roedores, que
comprende: (1) un primer compafiero de reproduccién que comprende un transgén que se puede disrumpir que
comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir que esta unido operativamente a un promotor y a sitios de
reconocimiento de recombinasa que median la disrupcion del gen de fertilidad en presencia de una recombinasa; y (2)
un segundo companero de reproduccion que comprende un transgén disruptor que comprende una secuencia de
nucleétidos disruptora que codifica una molécula disruptora del gen de fertilidad, que esta conectada operativamente
a un promotor, en donde la molécula disruptora del gen de fertilidad comprende la recombinasa. En algunas
realizaciones, el primer compafiero de reproduccion es hembra y el segundo compariero de reproduccion es macho.

En algunas realizaciones, el primer compafero de reproduccion es homocigoto para el transgén que se puede
disrumpir y/o el segundo compariero de reproduccién es homocigoto para el transgén disruptor.

En algunas realizaciones, la pareja de reproduccion de animales roedores comprende: (1) un primer comparnero de
reproduccion que comprende un primer transgén que se puede disrumpir que comprende un gen de fertilidad que se
puede disrumpir conectado operativamente a un promotor y a primeros sitios de reconocimiento de recombinasa, que
median la disrupcion del gen de fertilidad que se puede disrumpir en presencia de una primera recombinasa, y un
primer transgén disruptor que comprende una secuencia codificadora para una segunda recombinasa unido
operativamente a un promotor, en donde la segunda recombinasa reconoce especificamente los segundos sitios de
reconocimiento de recombinasa, y (2) un segundo compafero de reproduccion que comprende un segundo transgén
que se puede disrumpir que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir conectado operativamente a un
promotor y a segundos sitios de reconocimiento de recombinasa, que median la disrupcion del gen de fertilidad que
se puede disrumpir en presencia de la segunda recombinasa, y un segundo transgén disruptor que comprende una
secuencia codificadora para la primera recombinasa unido operativamente a un promotor, en donde la primera
recombinasa reconoce especificamente los primeros sitios de reconocimiento de recombinasa. De forma adecuada,
el primer comparero de reproduccién es homocigoto para el primer transgén que se puede disrumpir y el primer
transgén disruptor y/o el segundo compariero de reproduccién es homocigoto para el segundo transgén que se puede
disrumpir y el segundo transgén disruptor.

En otro aspecto relacionado, la presente invencién proporciona una pareja de reproduccién de animales roedores, que
comprende: (1) un primer comparnero de reproduccion que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir; y
(2) un segundo compariero de reproduccion que comprende un transgén disruptor que comprende una secuencia de
nucleétidos disruptora, que esta unida operativamente a un promotor, y que codifica una molécula de ARN inhibidor
(p. €j., ARN antisentido, ARNsi, ARNsh, etc.) que inhibe la expresion del gen de fertilidad que se puede disrumpir. En
algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos disruptora se puede expresar condicionalmente y, en ejemplos
ilustrativos de este tipo, el transgén disruptor comprende un elemento modulador de la expresion unido operativamente
a la secuencia de nucleétidos disruptora, en donde el elemento inhibe condicionalmente la expresién de la secuencia
de nucledtidos disruptora. Por ejemplo, el elemento modulador de la expresiéon puede inhibir la transcripcién de la
secuencia de nucledtidos disruptora bajo una primera condicién y la disrupcién del elemento modulador de la expresion
puede permitir 0 aumentar la transcripcion de la secuencia de nucleétidos disruptora bajo una segunda condicién. En
algunas realizaciones, el elemento modulador de la expresion comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p.
ej., un terminador de la transcripciéon) que inhibe la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora y que esta



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2 886 146 T3

unida operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa, en donde los sitios de reconocimiento de
recombinasa median la disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de una recombinasa. En
ejemplos ilustrativos de este tipo, el segundo comparero de reproduccion comprende un transgén activador que
comprende una secuencia codificadora para la recombinasa, conectada operativamente a un promotor. El gen de
fertilidad que se puede disrumpir del segundo comparero de reproduccion es, de forma adecuada, un gen de tipo
salvaje. En algunas realizaciones, el primer comparero de reproduccién es hembra y el segundo comparfero de
reproduccion es macho.

Por tanto, en algunas realizaciones, la pareja de reproduccion de animales roedores comprende: (1) un primer
compafnero de reproduccion que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir conectado operativamente a
un promotor y un transgén activador que comprende una secuencia codificadora para una recombinasa unido
operativamente a un promotor; y (2) un segundo companero de reproducciéon que comprende un transgén disruptor
que comprende una secuencia de nucleétidos disruptora que codifica una molécula de ARN inhibidor (p. ej., ARN
antisentido, ARNSsi, ARNsh, etc.) que inhibe la expresién del gen de fertilidad que se puede disrumpir, en donde la
secuencia de nucleotidos disruptora esta unida operativamente a un promotor y a un elemento modulador de la
expresion que comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p. ej., un terminador de la transcripcion) que inhibe
la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora en ausencia de la recombinasa y que esta unida operativamente
a sitios de reconocimiento de recombinasa que median la disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en
presencia de la recombinasa. De forma adecuada, el primer compafero de reproduccion es homocigoto para el
transgén activador y/o el segundo companero de reproduccion es homocigoto para el transgén disruptor. En algunas
realizaciones, el primer compafiero de reproduccion es hembra y el segundo compariero de reproduccion es macho.

En otro aspecto relacionado mas, la presente invencién proporciona una pareja de reproduccién de animales roedores,
que comprende: (1) un primer companero de reproduccién que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir;
y (2) un segundo compariero de reproduccion que comprende un transgén disruptor que comprende una secuencia
de nucleétidos disruptora, que codifica un anticuerpo que es inmuno-interactivo con un producto polipeptidico del gen
de fertilidad que se puede disrumpir, y que estd unida operativamente a un promotor. En algunas realizaciones, la
secuencia de nucleotidos disruptora se puede expresar condicionalmente y, en ejemplos ilustrativos de este tipo, el
transgén disruptor comprende un elemento modulador de la expresion unido operativamente a la secuencia de
nucledtidos disruptora, en donde el elemento inhibe condicionalmente la expresion de la secuencia de nucleétidos
disruptora. Por ejemplo, el elemento modulador de la expresion puede inhibir la transcripcion de la secuencia de
nucleétidos disruptora bajo una primera condicién y la disrupcion del elemento modulador de la expresién puede
permitir o aumentar la transcripcién de la secuencia de nucle6tidos disruptora bajo una segunda condicién. En algunas
realizaciones, el elemento modulador de la expresién comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p. €j., un
terminador de la transcripcion) que inhibe la expresion de la secuencia de nucledtidos disruptora y que esta unida
operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa, en donde los sitios de reconocimiento de recombinasa
median la disrupciéon de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de una recombinasa. En ejemplos
ilustrativos de este tipo, el primer compafiero de reproduccién comprende un transgén activador que comprende una
secuencia codificadora para la recombinasa, conectada operativamente a un promotor. El gen de fertilidad que se
puede disrumpir del segundo compariero de reproduccion es, de forma adecuada, un gen de tipo salvaje. En algunas
realizaciones, el primer compafiero de reproduccion es hembra y el segundo compariero de reproduccion es macho.

Por tanto, en algunas realizaciones, la pareja de reproduccion de animales roedores comprende: (1) un primer
compafero de reproduccion que comprende un gen de fertilidad que se puede disrumpir conectado operativamente a
un promotor y un transgén activador que comprende una secuencia codificadora para una recombinasa unido
operativamente a un promotor; y (2) un segundo comparero de reproduccion que comprende un transgén disruptor
que comprende una secuencia de nucleétidos disruptora que codifica un anticuerpo que es inmuno-interactivo con un
producto polipeptidico del gen de fertilidad, en donde la secuencia de nucleétidos disruptora esta unida operativamente
a un promotor y a un elemento modulador de la expresion que comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p.
ej., un terminador de la transcripcion) que inhibe la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora en ausencia
de una recombinasa y que esta unida operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa que median la
disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de la recombinasa. De forma adecuada, el primer
companero de reproduccion es homocigoto para el transgén activador y/o el segundo companero de reproduccion es
homocigoto para el transgén disruptor. En algunas realizaciones, el primer compafiero de reproduccion es hembra y
el segundo compariero de reproduccion es macho.

En otro aspecto, la presente invencidon proporciona métodos para producir un embrién huésped de roedor que
comprende un gen de fertilidad disrumpido. Se describen métodos que generalmente comprenden o consisten
esencialmente en: (a) cruzar un primer companero de reproduccién de una pareja de reproduccion de animales
roedores con un segundo compariero de reproduccion de la pareja de reproduccién, como se ha descrito anteriormente
y en otro lugar de la presente memoria; y (b) producir un embrién de roedor preimplantacion a partir de un miembro
hembra de la pareja de reproduccién, embrién que comprende en su linea germinal una disrupcién del gen de fertilidad.
En algunas realizaciones, los métodos comprenden ademas cultivar un embrién huésped de roedor en condiciones
que permiten la formacién del embrién huésped de roedor preimplantacién. En algunas realizaciones, el primer
compafiero de reproduccion es hembra y el segundo compafiero de reproduccién es macho. En algunas realizaciones,
los métodos comprenden ademas introducir una célula pluripotente de roedor donante como se describe, por ejemplo,
anteriormente y en otro lugar de la presente memoria en el embrion de roedor preimplantacion. De forma adecuada,
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la célula pluripotente comprende una modificacion genética. En realizaciones especificas, la célula pluripotente es una
célula pluripotente masculina.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un embrién huésped de roedor a partir de los métodos
anteriores.

En la presente memoria se proporcionan métodos para producir un animal roedor quimérico. Estos métodos
generalmente comprenden o consisten esencialmente en: (1) trasplantar un embrién de roedor preimplantacion que
comprende en su linea germinal una disrupcion de un gen de fertilidad como se describe, por ejemplo, anteriormente
y en otro lugar de la presente memoria y que comprende ademas una célula pluripotente heteréloga como se describe,
por ejemplo, anteriormente y en otro lugar de la presente memoria; y (2) gestar el embriéon huésped de roedor de (1)
en condiciones adecuadas para el desarrollo del embrién, generando de esta manera un animal roedor quimérico con
un gen de fertilidad disrumpido y la modificacion genética en su linea germinal. De forma adecuada, el animal roedor
quimeérico es un animal roedor quimérico macho.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un animal roedor quimérico a partir de estos métodos.

En la presente memoria se proporcionan métodos para producir un animal roedor que comprende una modificacion
genética en su genoma. Estos métodos generalmente comprenden o consisten esencialmente en: (1) trasplantar un
embrion de roedor preimplantacion que comprende en su linea germinal una disrupcién de un gen de fertilidad como
se describe, por ejemplo, anteriormente y en otro lugar de la presente memoria y que comprende ademas una célula
pluripotente heter6loga como se describe, por ejemplo, anteriormente y en otro lugar de la presente memoria; (2)
gestar el embrién huésped de roedor de (1) en condiciones adecuadas para el desarrollo del embridn, generando de
esta manera una camada que comprende el animal roedor quimérico con un gen de fertilidad disrumpido y la
modificacién genética en su linea germinal; (3) cruzar un animal roedor quimérico macho de la camada con un animal
roedor hembra cognado que comprende en su genoma el gen de fertilidad que carece de una disrupcion en el mismo,
para producir un animal roedor que comprende la modificacion genética cuando el animal roedor quimérico macho
comprende células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente heterdloga.

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona un animal roedor que comprende una modificacion
genética, a partir de los métodos anteriores.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona un animal roedor (p. €j., un animal roedor sustituto o adoptivo) que
tiene trasplantado en el mismo un embrion huésped de roedor preimplantacién como se ha descrito ampliamente
anteriormente y en otro lugar de la presente memoria.

Otro aspecto de la presente invencién proporciona un animal roedor quimérico que se deriva de un embridon huésped
de roedor preimplantacion como se ha descrito ampliamente anteriormente y en otro lugar de la presente memoria.

Descripcion breve de los dibujos

La Figura 1 es una visién esquematica del vector de direccionamiento de inactivacién condicional de Tsc22d3. Cajas
azules: exones; neo: casete de neomicina para la seleccion en células ES; FRT: secuencia de reconocimiento para la
eliminacion de neo mediada por la recombinasa flp; loxP: secuencia de reconocimiento para la delecion de exones
mediada por la recombinasa cre; amp: gen de resistencia a la ampicilina; ori: origen de la replicacion.

La Figura 2 es una representacion esquematica que ilustra una Variante del Alelo A de ROSA26 diana. Ubic: promotor
de ubiquitina humano; neo: casete de neomicina para la seleccion en células ES; cre: recombinase Cre; PARADA:
elemento de “parada” transcripcional/traduccional; loxP: secuencia de reconocimiento para la delecion de PARADA
mediada por la recombinasa Cre; pA: sefal de poliadenilacién; elemento disruptor: cualquier elemento que disrumpe
la expresion de un gen de fertilidad o la funcion de su producto proteico (p. ej., ARNsh, anticuerpo).

La Figura 3 es una representacion esquematica que ilustra una Variante del Alelo B de ROSA26 diana. Ubic: promotor
de ubiquitina humano; neo: casete de neomicina para la seleccion en células ES; cre: recombinase Cre; PARADA:
elemento de “parada” transcripcional/traduccional; loxP: secuencia de reconocimiento para la delecion de PARADA
mediada por la recombinasa Cre; pA: sefal de poliadenilacién; elemento disruptor: cualquier elemento que disrumpe
la expresion de un gen de fertilidad o la funcion de su producto proteico (p. ej., ARNsh, anticuerpo).

La Figura 4 es una representacion esquematica que muestra una Variante del Alelo A de ROSA26 diana en la
Descendencia. Ubic: promotor de ubiquitina humano; neo: casete de neomicina para la seleccion en células ES; cre:
recombinase Cre; PARADA: elemento de “parada” transcripcional/traduccional; loxP: secuencia de reconocimiento
para la delecion de PARADA mediada por la recombinasa Cre; pA: sefal de poliadenilacién; elemento disruptor:
cualquier elemento que disrumpe la expresion de un gen de fertilidad o la funcién de su producto proteico (p. e€j.,
ARNSsh, anticuerpo).

La Figura 5 es una representacién fotografica que muestra un ejemplo no limitativo de la primera camada de crias
producida por una realizacion del método de la presente invencion. Las crias mostradas en esta figura son las camadas
completas de dos quimeras. Las quimeras se generaron sobre la base de blastocistos Tsc22d3 conKO/conKO. Todas
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las crias muestran un color de pelaje blanco que se espera para los animales derivados de la célula ES dirigida.

La Figura 6 es una representacion fotografica que muestra un ejemplo representativo de un andlisis por transferencia
Southern para el genotipado. Las muestras de biopsia se lisaron y se digirieron con BamHI. Los tamafos esperados
son 17,5kb para el alelo wt y 9,7kb para el alelo diana. A045, A046, A049, A055, A077, A078, A065, A066, A056,
A057, A058, A059, A064 y A074 se determinaron como wt/diana; A047, A048, A050, A076, A080, A067, A068, A069,
A060, A070 y A075 se determinaron como wt/wt y A054, A079 y A070 no pudieron determinarse.

Descripcion detallada de la invencion
1. Definiciones

A no ser que se definan de otra forma, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria tienen
el mismo significado que el entendido comunmente por los expertos en la técnica a la que pertenece la invencion.
Aunque pueden usarse cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en la presente
memoria en la practica o ensayo de la presente invencién, se describen los métodos y materiales preferidos. Para los
propésitos de la presente invencion, a continuacién, se definen los siguientes términos.

Los articulos “un” y “una” se usan en la presente memoria para hacer referencia a uno o a mas de uno (es decir, a al
menos uno) del objeto gramatical del articulo, Como ejemplo, “un gen de fertilidad” significa un Unico gen de fertilidad
0 mas de un gen de fertilidad.

Tal y como se usa en la presente memoria, "y/0" se refiere a y engloba cualquiera y todas las combinaciones posibles
de uno mas de los items enumerados asociados, asi como la ausencia de combinaciones cuando se interpreta en la
alternativa (o).

El término "anticuerpo” se usa para hacer referencia a cualquier molécula semejante a anticuerpo que tiene una region
de unién a antigeno, e incluye fragmentos de anticuerpo tales como Fab', Fab, F(ab')2, anticuerpos de dominio Unico
(DAB), Fv, scFv (Fv de cadena Unica), y similares.

El término "antisentido" se refiere a una secuencia de nucleétidos cuya secuencia de residuos de nucleétidos esta en la
orientacion inversa 5' a 3' en relacién con la secuencia de residuos de desoxinucleétidos en la cadena con sentido de un
duplex de ADN. Una “cadena con sentido” de un duplex de ADN se refiere a una cadena en un duplex de ADN que se
transcribe por una célula en su estado natural en un “ARNm con sentido”. Por tanto, una secuencia “antisentido” es una
secuencia que tiene la misma secuencia que la cadena no codificadora en un duplex de ADN. El término "ARN
antisentido" se refiere a un transcrito de ARN que es complementario a todo o parte de un transcrito primario diana o
ARNm y que bloquea la expresion de un gen diana al interferir con el procesamiento, transporte y/o traduccion de su
transcrito primario o ARNm. La complementariedad de un ARN antisentido puede ser con cualquier parte del transcrito
génico especifico, en otras palabras, en la secuencia no codificadora en 5', secuencia no codificadora en 3', intrones, o
la secuencia codificadora. Ademas, tal y como se usa en la presente memoria, el ARN antisentido puede contener
regiones de secuencias de ribozimas que incrementan la eficacia del ARN antisentido para bloquear la expresion génica.
“Ribozima” se refiere a un ARN catalitico e incluye endorribonucleasas especificas de secuencia. "Inhibicién antisentido”
se refiere a la produccion de transcritos de ARN antisentido capaces de prevenir la expresién de la proteina diana.

El término "reproducir’, tal y como se usa en la presente memoria, significa la union de gametos masculinos y
femeninos de manera que se produce la fertilizacion. Dicha unién puede llevarse a cabo por cruce (copulacion) o por
métodos artificiales in vitro o in vivo. Dichos métodos artificiales incluyen, pero no estan limitados a, inseminacion
artificial, inseminacion artificial asistida quirdrgicamente, fertilizacién in vitro, inyeccién de esperma intracitoplasmica,
perforacion de la zona pelucida, cultivo in vitro de ovocitos fertilizados, transferencia ovarica y divisién ovarica.

"Células", "células huésped", "células huésped transformadas" y similares son términos que se refieren no solo a la
célula objeto particular sino a la progenie o progenie potencial de dicha célula. Como pueden ocurrir determinadas
modificaciones en las generaciones sucesivas debido bien a mutacion o influencias medioambientales, dicha progenie
puede, de hecho, no ser idéntica a la célula parental, pero aun asi esta incluida en el alcance del término tal y como
se usa en la presente memoria.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "secuencia que actla en cis” “o secuencia que regula en cis” o
término similar debe tomarse con el significado de cualquier secuencia de nucleétidos que deriva de una secuencia
genética expresable en donde la expresion de la secuencia genética esta regulada, al menos en parte, por la secuencia
de nucleoétidos. Los expertos en la técnica seran conscientes de que una regién que regula en cis puede ser capaz de
activar, silenciar, aumentar, reprimir o alterar de otra forma el nivel de expresién y/o la especificidad de tipo celular y/o
especificidad de desarrollo de cualquier secuencia génica estructural.

Por "secuencia codificadora", region codificadora y similares se quiere decir cualquier secuencia de &cido nucleico que
contribuye al cédigo del producto polipeptidico de un gen. Por el contrario, los términos "secuencia no codificadora” y
"region no codificadora” se refieren a cualquier secuencia de acido nucleico que no contribuye al cédigo del producto
polipeptidico de un gen.
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Los términos "construccién" se usan en la presente memoria para hacer referencia a un gen o secuencia de acido
nucleico o segmento que comprende al menos dos secuencias de acido nucleico o segmentos de especies que no
combinan estas secuencias o segmentos en condiciones naturales, o secuencias 0 segmentos que estan posicionados
o unidos de una manera que no aparece normalmente en el genoma o nucleoma nativo del huésped no transformado.

Tal y como se usa en la presente memoria, polinucledtidos "complementarios" son aquellos que son capaces de hibridar
por emparejamiento de bases segun las reglas de complementariedad estandar de Watson-Crick. Especificamente, las
purinas se emparejaran por bases con las pirimidinas para formar una combinacién de guanina emparejada con citosina
(G:C) y adenina emparejada bien con timina (A:T) en el caso del ADN, o adenina emparejada con uracilo (A: U) en el
caso del ARN. Por ejemplo, la secuencia "A-G-T" se une a la secuencia complementaria "T-C-A". Se entiende que dos
polinucleétidos pueden hibridar entre si incluso si no son completamente o totalmente complementarios entre si, siempre
que cada uno tenga al menos una regién que sea sustancialmente complementaria al otro. Los términos
"complementario” o "complementariedad," tal y como se usan en la presente memoria, se refieren a la unién natural de
polinucleétidos en condiciones permisivas de sal y temperatura por emparejamiento de bases. La complementariedad
entre dos moléculas monocatenarias puede ser “parcial”’, donde solo se unen algunos de los nucleétidos, o puede ser
completa, cuando existe una complementariedad total entre las moléculas monocatenarias bien a lo largo de la longitud
completa de las moléculas o a lo largo de una parte o region de las moléculas monocatenarias. El grado de
complementariedad entre cadenas de acido nucleico tiene efectos significativos sobre la eficiencia y la fuerza de la
hibridacion entre cadenas de acido nucleico. Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "sustancialmente
complementario” o "parcialmente complementario” significan que dos secuencias de acido nucleico son complementarias
al menos en aproximadamente un 50 %, 60 %, 70 %, 80 % 0 90 % de sus nucleétidos. En algunas realizaciones, las dos
secuencias de acido nucleico pueden ser complementarias al menos en aproximadamente un 85 %, 90 %, 95 %, 96 %,
97 %, 98 %, 99 % o mas de sus nucleétidos. Los términos "sustancialmente complementario” y "parcialmente
complementario" también pueden significar que dos secuencias de acido nucleico pueden hibridar en condiciones de
astringencia alta y dichas condiciones son muy conocidas en la técnica.

A lo largo de esta memoria descriptiva, a no ser que el contexto requiera otra cosa, las palabras "comprenden”,
"comprende" y "que comprende" se entendera que implican la inclusién de una etapa o elemento indicado o grupo de
etapas o elementos, pero no la exclusion de cualquier otra etapa o elemento o grupo de etapas o elementos. Por tanto,
el uso del término "que comprende" y similares indica que los elementos enumerados se requieren o son obligatorios,
pero que otros elementos son opcionales y pueden o no estar presentes. Por "que consiste en” se quiere decir que
incluye, y limitado a, lo que siga a la expresién “que consiste en”. Por tanto, la expresion “que consiste en” indica que
los elementos enumerados se requieren o son obligatorios, y que no pueden estar presentes otros elementos. Por
"que consiste esencialmente en” se quiere decir que incluye cualesquiera elementos enumerados después de la
expresion, y limitado a otros elementos que no interfieren con o contribuyen a, la actividad o accién especificada en la
descripcion de los elementos enumerados. Por tanto, la expresién “que consiste esencialmente en” indica que los
elementos enumerados se requieren o son obligatorios, pero que otros elementos son opcionales y pueden estar
presentes o no dependiendo de si afectan o no la actividad o accién de los elementos enumerados.

"Promotor constitutivo” se refiere a un promotor que dirige la expresién de una secuencia que se puede transcribir
unida operativamente en muchos o todos los tejidos de un organismo.

El término "construccion" se refiere a una molécula genética recombinante incluyendo una o mas secuencias de acido
nucleico aisladas de diferentes fuentes. Tal y como se usa en la presente memoria, el término "construccion de
expresion”, “construccion recombinante” o "construccion de ADN recombinante” se refiere a cualquier molécula de
acido nucleico recombinante tal como un plasmido, césmido, virus, molécula de polinucledtido con replicacion
auténoma, fago, o molécula de &cido nucleico de ADN o ARN monocatenaria o bicatenaria lineal o circular, derivada
de cualquier fuente, capaz de integracién genémica o replicacién auténoma, que comprende una molécula de acido
nucleico en la que una o mas moléculas de &cido nucleico se han unido operativamente. Una “construccién de
expresion” incluye generalmente al menos una secuencia de control unida operativamente a una secuencia de
nucleétidos de interés. De esta manera, por ejemplo, los promotores de plantas en conexién operativa con las
secuencias de nucledtidos que se van a expresar se proporcionan en construcciones de expresion para la expresién
en una planta, parte de planta, 6rgano de planta y/o célula de planta. Se conocen métodos para introducir
construcciones en una célula de una manera tal que se transcribe una molécula de polinucleétido que se puede
transcribir en una molécula de ARNm funcional que se traduce y, por lo tanto, se expresa, como un producto proteico.
También se pueden preparar construcciones para que sean capaces de expresar moléculas de ARN inhibidor con el
fin, por ejemplo, de inhibir la traduccién de una molécula de ARN especifica de interés. Para la practica de la presente
invencion, las composiciones y métodos convencionales para preparar y usar las construcciones y células huésped
son muy conocidos para un experto en la técnica, véase, por ejemplo, Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 32
edicion, Volumenes 1, 2,y 3. J. F. Sambrook, D. W. Russell, y N. Irwin, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 2000.

Por "elemento de control" o "secuencia de control" se quiere decir secuencias de acido nucleico (p. ej., ADN) que
influyen en la expresidn de una secuencia de nucleétidos unida operativamente (p. €j., transcripcion, procesamiento o
estabilidad del ARN, o traduccién de la secuencia codificadora asociada). Las secuencias reguladoras incluyen
secuencias potenciadoras, promotoras, lider de la traduccion, intrones, y secuencias de sefial de la poliadenilacion.
Los elementos de control o las secuencias de control pueden localizarse aguas arriba (secuencias no codificadoras
en 5'), en, o aguas abajo (secuencias no codificadoras en 3') de una secuencia codificadora. Incluyen secuencias
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naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una combinacion de secuencias sintéticas y naturales.
Por ejemplo, las secuencias de control que son adecuadas para la expresion de una secuencia de nucleétidos unida
operativamente en células procariotas incluyen, por ejemplo, un promotor, y opcionalmente una secuencia que actla
en cis, tal como una secuencia operadora y un sitio de union a ribosomas. Las secuencias de control que son
adecuadas para las células eucariotas incluyen secuencias de control de la transcripcion, tales como promotores,
sefales de poliadenilacion, potenciadores de la transcripcién, secuencias de control de la traduccién, tales como
potenciadores de la traduccién, y sitios de unidén a ribosoma internos (IRES), secuencias de &cido nucleico que
modulan la estabilidad del ARN, asi como secuencias de direccionamiento que dirigen a un producto codificado por
un polinucleétido transcrito a un compartimento intracelular en una célula o al entorno extracelular. Las secuencias de
control representativas incluyen secuencias naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una
combinacion de secuencias sintéticas y naturales.

Por "corresponde a" o "correspondiente a” se quiere decir una secuencia de acido nucleico que presenta una identidad
de secuencia sustancial con una secuencia de acido nucleico de referencia (p. €j., al menos aproximadamente un 50,
51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81,
82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o incluso hasta un 100 % de identidad de
secuencia con toda o una parte de la secuencia de acido nucleico de referencia) o una secuencia de aminoé&cidos que
presenta una similitud o identidad de secuencia sustancial con una secuencia de aminoacidos de referencia (p. €j., al
menos un 50, 51, 52, 53, 54, 55, 56, 57, 58, 59, 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77,
78, 79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 97, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % o incluso hasta un 100 % de
similitud o identidad de secuencia con toda o una parte de la secuencia de aminoacidos de referencia).

Los términos "cultivo", "cultivado” y "cultivar" se usan en la presente memoria indistintamente, para hacer referencia
al proceso por el cual un embrion o células pluripotentes se crecen in vitro.

Los términos "disrupcion” y "disrumpido", como se aplican a un &cido nucleico, se usan indistintamente en la presente
memoria para hacer referencia a cualquier modificacion genética que disminuye o elimina la expresién y/o la actividad
funcional del &cido nucleico o un producto de expresion del mismo. Por ejemplo, la disrupcion de un gen incluye en su
alcance cualquier modificacion genética que disminuye o elimina la expresion del gen y/o la actividad funcional de un
producto génico correspondiente (p. ej., ARNm y/o proteina). Las modificaciones genéticas incluyen la inactivacién
completa o parcial, supresién, delecidn, interrupcion, bloqueo, o regulacién a la baja de un acido nucleico (p. €j., un
gen). Las modificaciones genéticas ilustrativas incluyen, pero no estan limitadas a, desactivacion génica, inactivacién,
mutacioén (p. €j., insercion, delecién, mutaciones puntuales, o de cambio de marco que disrumpen la expresion o
actividad del producto génico), o el uso de acidos nucleicos inhibidores (p. €j., ARN inhibidores, tales como ARN con
sentido o antisentido, moléculas que median la interferencia de ARN, tales como ARNsi, ARNsh, miARN; etc.),
polipéptidos inhibidores (p. €j., anticuerpos, compaferos de unidn de polipéptidos, polipéptidos negativos dominantes,
enzimas, etc.) o cualquier otra molécula que inhibe la actividad del gen de fertilidad o el nivel o actividad funcional de
un producto de expresion del gen de fertilidad.

“Negativo dominante” se refiere a un producto génico que afecta adversamente, bloquea o suprime la funcién de un
producto génico normal, de tipo salvaje, cuando se coexpresa con el producto génico de tipo salvaje en la misma
célula incluso cuando la célula es heterocigota (de tipo salvaje y negativa dominante). La expresion del mutante
negativo dominante da lugar generalmente a una disminucion de la funciéon normal del producto génico de tipo salvaje.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "embrién en estadio temprano” engloba a todos los estadios del
desarrollo embrionario que empieza después de la fertilizacion de un ovocito (es decir, un ovocito fertilizado) y se
extiende a lo largo del estadio de 2 células, el estadio de 4 células, el estadio de 8 células, y la moérula (el embrion en
estadio de 16 a 32 células). Como se define en la presente memoria, un embrién en estadio temprano no incluye el
estadio de desarrollo de blastula. Por "blastula" se quiere decir el estadio de desarrollo embrionario caracterizado por
el desarrollo de una bola hueca de células rodeada por una cavidad denominada el blastocele. Un experto en la técnica
reconocera que la organizacién global de la blastula variara dependiendo del organismo. Por ejemplo, un "blastocisto”
se refiere a un estadio de escision de embrién de mamiferos caracterizado por una bola hueca de células compuesta
por células trofoblasto externas y una masa celular interna.

Los términos "célula madre embrionaria” y célula ES se usan indistintamente en la presente memoria para hacer
referencia a una célula que puede dar lugar a muchos tipos de células diferenciadas en un embrién o un adulto, incluyendo
las células germinales. Las células ES engloban células cultivadas derivadas de embrién temprano caracterizadas porque
dichas células pueden proliferar mientras mantienen la anaplasticidad (totipotencia). Generalmente, las células madre
embrionarias son de una linea celular que se establece cultivando células de una masa celular interna que son células
madre no diferenciadas, que existen en el interior del blastocito en un embrién temprano de un animal, de manera que
las células mantienen la proliferacion mientras se mantienen en su estado no diferenciado.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "célula germinal embrionaria”, que también se refiere como una
célula EG, se refiere a una célula cultivada derivada de una célula germinal primordial, que se caracteriza porque tiene
la capacidad casi equivalente a la de la célula madre embrionaria anterior. Las células germinales embrionarias son
de una linea celular que se establece cultivando células germinales primordiales obtenidas de un embrién de varios
dias a varias semanas después de la fertilizacion (por ejemplo, en el caso de un ratéon, un embrion de
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aproximadamente 8,5 dias de edad), de manera que las células mantienen la proliferacién mientras se mantienen en
su estado no diferenciado.

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "codifican", "que codifican” y similares se refieren a la capacidad
de un acido nucleico de proporcionar otro acido nucleico o un polipéptido. Por ejemplo, una secuencia de acido nucleico
se dice que “codifica” un polipéptido si puede transcribirse y/o traducirse para producir el polipéptido o si puede procesarse
en una forma que puede transcribirse y/o traducirse para producir el polipéptido. Dicha secuencia de acido nucleico puede
incluir una secuencia codificadora o tanto una secuencia codificadora como una secuencia no codificadora. Por tanto, los
términos "codifican”, "que codifican” y similares incluyen un producto de ARN que se produce a partir de la transcripcion
de una molécula de ADN, una proteina que se produce a partir de la traduccién de una molécula de ARN, una proteina
que se produce a partir de la transcripcién de una molécula de ADN para producir un producto de ARN vy la traduccion
posterior del producto de ARN, o una proteina que se produce a partir de la transcripcién de una molécula de ADN para
proporcionar un producto de ARN, el procesamiento del producto de ARN para proporcionar un producto de ARN
procesado (p. €., ARNm) y la traduccién posterior del producto de ARN procesado.

Tal y como se usa en la presente memoria, un "mamifero en peligro de extincion” pertenece a una poblacion de
mamiferos que esta en riesgo de extinguirse porque hay pocos ejemplares, o esta amenaza por el cambio de los
parametros ambientales o de depredacion, tales como elefantes, felinos grandes y primates no humanos, incluyendo
lobo gris, ualabi liebre con bandas, jaguar, elefante asiatico, antilope saiga y rinocerontes blancos nortefios
(Ceratotherium simum cottoni).

El término "enddgeno”, en el contexto de un &cido nucleico o proteina, se refiere a una secuencia de acido nucleico o
segmento 0 a una secuencia de aminoacidos o segmento que se encuentra normalmente en un organismo huésped
o0 célula huésped.

Los términos "gametos enddgenos” y “células germinales enddgenas”, tal y como se usan en la presente memoria, se
refieren a gametos y células germinales "que se originan o producen del interior” de un embriéon huésped y excluyen
a los gametos y células germinales en el embrion huésped que derivan de células pluripotentes donantes.

El término "expresidn”, con respecto a una secuencia génica, se refiere a la transcripcion del gen y, segun sea
apropiado, a la traduccion del transcrito de ARNm resultante a una proteina. Por tanto, como sera evidente a partir del
contexto, la expresion de una secuencia codificadora se produce a partir de la transcripcion y la traduccion de la
secuencia codificadora. A la inversa, la expresién de una secuencia no codificadora se produce a partir de la
transcripcion de la secuencia no codificadora.

Taly como se usa en la presente memoria, un "gen de fertilidad" se refiere a un gen que esta implicado en la produccion
de descendencia o en la capacidad de concebir. Por tanto, la disrupcién de un gen de fertilidad puede disminuir, alterar
o suprimir la capacidad de un animal no humano de concebir o producir descendencia, dando lugar de esta manera a
la infertilidad. La infertilidad resultante puede estar presente bien en machos o hembras. Los ejemplos no limitativos
de infertilidad incluyen azoospermia; trastornos genéticos asociados con espermatogénesis defectuosa (p. €j.,
sindrome de Klinefelter y disgénesis gonadal); oligospermia, varicocele, y otros trastornos del esperma relacionados
con la funcién alterada del esperma incluyendo, pero no limitado a, bajos recuentos de esperma, movilidad del
esperma, y morfologia del esperma; y disfuncion ovulatoria (p. ej., sindrome del ovario poliquistico (PCOS) o
anovulacién cronica). Tal y como se usa en la presente memoria, un gen de fertilidad que se puede disrumpir (p. €j.,
por una molécula disruptora) se refiere como un "gen de fertilidad que se puede disrumpir".

Los términos "flanqueado por”, “que flanquea” y similares, como se aplican a las relaciones entre dos 0 mas secuencias
de nucledtidos en construcciones de direccionamiento de la invencion, no requieren que una de estas secuencias de
nucleétidos esté localizada directamente adyacente a otra secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, tres secuencias de
nucleétidos de referencia (A, B y C) pueden estar flanqueadas por secuencias de sitios diana de recombinacion, o las
secuencias de sitios diana de recombinacion pueden estar flanqueando a estas secuencias de referencia, incluso si
la secuencia de referencia B no es directamente adyacente a estos sitios. Por consiguiente, el término "flanqueado
por” es equivalente a estar "en medio" de los sitios de recombinacion y el término "que flanquea” es equivalente a que
los sitios de recombinacion estén en 5’ 0 3’ de una secuencia de referencia.

“Gen funcional” se refiere a un gen que produce un producto génico que lleva a cabo una funcion definible. En
realizaciones especificas, el gen funcional es un gen enddgeno.

Los términos "gameto" y "gametos” se usan indistintamente y se refieren a células germinales secundarias, incluyendo
ovocitos, ova, espermatozoides y esperma.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "gen" se refiere a una molécula de &cido nucleico que puede
ser usada para producir ARNm, ARN antisentido, ARNsi, ARNsh, miARN, y similares. Los genes pueden o no ser
usados para producir una proteina funcional. Los genes pueden incluir tanto regiones codificadoras como no
codificadoras (p. €j., intrones, elementos reguladores, promotores, potenciadores, secuencias de terminacion y
regiones no traducidas en 5'y 3').

El término "modificacion genética" se refiere a un cambio genético permanente o transitorio inducido en una célula
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después de la introduccién de nuevo &cido nucleico (es decir, un acido nucleico exégeno para la célula). El cambio
genético ("modificacién") puede conseguirse por la incorporacién del nuevo acido nucleico en el genoma de la célula
huésped, o por el mantenimiento transitorio o estable del nuevo acido nucleico como un elemento extracromosémico.
Cuando la célula es una célula eucariota, un cambio genético permanente puede lograrse por la introduccién del acido
nucleico en el genoma de la célula. La modificacion genética incluye en su alcance cambios genéticos de activacion e
inactivacion.

Los términos "célula germinal”, "células germinales" y "linea germinal”" se usan indistintamente y se refieren a células
que dan lugar a gametos. Estos términos incluyen células germinales primordiales, células positivas para fosfatasa
alcalina, ovocitos primarios, oogonia, células madre espermatogoniales, espermatogonia y espermatocitos primarios.

El término "heter6logo” se refiere a objetos (p. ej., moléculas de acido nucleico, polipéptidos, células, tejidos, etc.) que
no se originan de un organismo, tejido o célula particular. Por ejemplo, una “célula heteréloga”, incluyendo una “célula
pluripotente heteréloga”, se refiere a una célula que no se encuentra normalmente o naturalmente en un organismo o
tejido de un organismo.

Los términos "polinucledtido heterélogo”, “polinucledtido extrafo”, “polinucleétido exdgeno” y similares se usan
indistintamente en la presente memoria para describir material genético que se ha o se va a introducir artificialmente
en un genoma de un organismo huésped y que se transmite a la progenie de ese huésped. El polinucleétido heterélogo
puede incluir secuencias génicas encontradas en un organismo en el que se introduce o se va a introducir, siempre
que el polinucleétido introducido contenga alguna modificacion (p. ej., una mutacion puntual, la presencia de un gen
marcador seleccionable, la presencia de un sitio loxP, etc.) en relacion con el polinucleétido natural. Un polinucleétido
heterdlogo puede comprender una secuencia de acido nucleico que puede ser transcrita en ARN y opcionalmente,
traducida y/o expresada en condiciones apropiadas. En algunas realizaciones, se transcribe en una molécula que
interfiere con la transcripcién o traduccion (p. ej., molécula antisentido) o media la interferencia de ARN (p. ej., ARNsi
o ARNsh). En algunas realizaciones, el polinucleétido heterélogo comprende una secuencia codificadora para un
péptido o polipéptido. En algunas realizaciones, el polinucleétido heter6logo comprende un casete de direccionamiento
para introducir una modificacién genética en un genoma.

Los términos "polipéptido heterdlogo”, "polipéptido extrafo™ y “polipéptido exdgeno” se usan indistintamente para hacer
referencia a cualquier péptido o polipéptido que esta codificado por un "polinucleétido heterdlogo”, "polinucleétido
extrafio" y “polinucledtido exdgeno", como se ha definido anteriormente.

El término "célula huésped" se refiere a una célula en la que se introduce una construcciéon o construccion de la
invencion. Las células huésped de la invencion incluyen, pero no necesariamente estan limitadas a, células
bacterianas, de levadura, animales (incluyendo animales vertebrados), de insecto y de planta. Las células huésped
pueden ser unicelulares, o pueden crecerse en cultivo tisular como cultivos liquidos, monocapas o similares. Las
células huésped también pueden derivar directamente o indirectamente de tejidos o pueden existir en un organismo
incluyendo animales. En realizaciones especificas, la célula huésped es una célula huésped de animal, particularmente
una célula huésped de animal vertebrado, incluyendo células huésped de mamiferos.

La referencia en la presente memoria a "inmuno-interactivo" incluye la referencia a cualquier interaccién, reaccién, u
otra forma de asociacion entre moléculas y, en particular, donde una de las moléculas es, 0 mimetiza, un componente
del sistema inmune.

El término "knock-in" generalmente se refiere a un polinucleétido heterélogo o extrafio que se ha insertado en un
genoma a través de recombinacion homéloga. El polinucleétido knock-in puede ser una forma mutante de un gen o
parte de gen que reemplaza el gen o parte de gen enddgeno, de tipo salvaje. Dichas mutaciones incluyen inserciones
de secuencias heterdlogas, deleciones, mutaciones puntuales, mutaciones de cambio de marco y cualesquiera otras
mutaciones que puedan evitar, disrumpir o alterar la expresion génica normal. Por tanto, un animal "knock-in", tal y
como se usa en la presente memoria, se refiere a un animal modificado genéticamente en el que se inserta un
polinucleétido heterélogo o extrano en el genoma de un animal o en el que se reemplaza un gen especifico o parte
del mismo del genoma de un animal por un gen o secuencia de ADN extrafia. Un "knock-in condicional" incluye en su
alcance un polinucleétido heter6logo o extrafio que se ha insertado en un genoma a través de recombinacién homologa
y que incita una actividad (p. €j., la regulacién de la transcripcion o la traduccion, la produccién de una secuencia de
nucleétidos incluyendo una secuencia codificadora y/o no codificadora, etc.) en un estadio de desarrollo designado o
bajo condiciones ambientales particulares. Un "vector de knock-in condicional” es un vector que incluye un gen o parte
del mismo heterdlogo o extrafio que puede insertarse en un genoma a través de recombinaciéon homéloga y que puede
incitar una actividad (p. €j., la regulaciéon de la transcripcion o la traduccién, la producciéon de una secuencia de
nucleétidos incluyendo una secuencia codificadora y/o no codificadora, etc.) en un estadio de desarrollo designado o
bajo condiciones ambientales particulares.

Por "knock-out" se quiere decir la inactivacién o disrupcion de un gen, que disminuye, suprime o inhibe de otra manera
el nivel o actividad funcional de un producto de expresién de ese gen. Un animal "knock-out" se refiere a un animal
modificado genéticamente en el que un gen esta disrumpido. Un "knock-out condicional” se refiere a un gen que esta
disrumpido en condiciones especificas, tal como un gen que esta disrumpido en un patrén especifico de tejido o
especifico temporal. Un "vector de knock-out condicional” es un vector que incluye un gen que puede estar disrumpido

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 886 146 T3

en condiciones especificas.

Por "gen marcador" se quiere decir un gen que imparte un fenotipo distintivo a las células que expresan el gen
marcador y, por tanto, permite distinguir a dichas células transformadas de las células que no tienen el marcador. Un
gen marcador seleccionable confiere un rasgo por el que se puede "seleccionar" sobre la base de la resistencia a un
agente selectivo (p. €j., un herbicida, antibiético, radiacién, calor, u otro tratamiento que dafia a las células no
transformadas). Un gen marcador que se puede cribar (o gen informador) confiere un rasgo que puede identificarse a
través de la observacion o el ensayo, es decir, por "cribado" (p. €j., B-glucuronidasa, luciferasa, proteina verde
fluorescente u otra actividad que no esta presente en las células no transformadas).

El término "microARN" o "miARN" se refiere a moléculas de ARN pequerias, no codificadoras, que se han encontrado en
un diverso conjunto de eucariotas, incluyendo plantas. Los precursores del miARN comparten una estructura secundaria
caracteristica, formando ARN "en horquilla" cortos. El término "miARN" incluye secuencias procesadas, asi como
transcritos primarios largos correspondientes (pri-miARN) y precursores procesados (pre-miARN). Los estudios genéticos
y bioquimicos han indicado que los miARN se procesan en sus formas maduras por Dicer, una nucleasa de la familia de
las ARNasa lll, y funcionan a través de la interferencia mediada por ARN (ARNi) y rutas relacionadas para regular la
expresion de genes diana (Hannon, 2002, Nature 418, 244-251; Pasquinelli, et al., 2002, Annu. Rev. Cell. Dev. Biol. 18,
495-513). Los miARN pueden estar configurados para permitir la manipulacién experimental de la expresion génica en
células como "ARN en horquilla cortos” sintéticos que desencadenan el silenciamiento (ARNsh) (Paddison et al., 2002,
Cancer Cell 2, 17-23). El silenciamiento por los ARNsh implica la maquinaria de ARNi y se correlaciona con la produccion
de ARN pequefios de interferencia (ARNSsi), que son una firma de ARNi.

Tal y como se usa en la presente memoria, una molécula de acido nucleico "natural” se refiere a una molécula de ARN
o ADN que tiene una secuencia de nucleétidos que aparece en la naturaleza. Por ejemplo, una molécula de acido
nucleico natural puede codificar una proteina que aparece en la naturaleza.

El término "secuencia no codificadora" se refiere a cualquier secuencia de acido nucleico que no contribuye al cédigo
del producto polipeptidico de un gen.

El término "animal no humano” significa un animal, excluyendo los seres humanos, y se pretende que incluya cualquier
vertebrado, tales como mamiferos, pajaros, reptiles, anfibios y peces. Los mamiferos adecuados incluyen roedores,
primates no humanos, equinos tales como caballos, ovejas, cabras, lagomorfos tales como conejos, perros, gatos,
ganado, animales del zoo, asi como mamiferos en peligro de extincién o exoéticos. En algunas realizaciones, los
animales no humanos se seleccionan de la familia de roedores incluyendo rata y ratén. En realizaciones especificas,
el animal roedor es un ratén.

Por "nucleoma" se quiere decir el complemento de acido nucleico total e incluye el genoma, moléculas de acido
nucleico extracromosémico y todas las moléculas de ARN tales como ARNm, ARN nuclear heterogéneo (ARNhn),
ARN nuclear pequerio (ARNsn), ARN nucleolar pequefio (ARNsno), ARN citoplasmico pequefio (ARNsc), ARN
ribosomal (ARNr), ARN de control de la traduccion (ARNtc), ARN de transferencia (ARNt), ARNe, ARN complementario
de interferencia de ARN mensajero (ARNmic) o ARN de interferencia (ARNi), ARN de cloroplastos o plastidos (ARNcp)
y ARN mitocondrial (ARNmt).

Los términos "conectado operativamente”, "unido operativamente”, "en unidén operativa”, “en conexiéon operativa” y
similares se usan en la presente memoria para hacer referencia a la union de elementos de polinucleétidos en una
relacién funcional. Un &cido nucleico esta “unido operativamente” cuando se pone en una relacién funcional con otra
secuencia de acido nucleico. Por ejemplo, un sitio de reconocimiento de recombinasa esta conectado operativamente
a un casete de direccionamiento cuando esté lo suficientemente proximo como para facilitar la recombinacién entre el
casete de direccionamiento y un sitio diana en el genoma de la célula huésped. En algunas realizaciones, el sitio de
reconocimiento de recombinasa esta localizado a no mas de 10 kb, 9, kb, 8 kb, 7 kb, 6 kb, 5 kb, 4 kb, 3 kb, 2 kb, 1 kb,
900 pb, 800 pb, 700 pb, 600 pb, 500 pb, 400 pb, 300 pb, 200 pb, 100 pb, 90 pb, 80 pb, 70 pb, 60 pb, 50 pb, 40 pb, 30
pb, 20 pb o 10 pb del casete de direccionamiento. En otras realizaciones, "conexién operativa” y similares se refieren
al posicionamiento de una secuencia que se puede transcribir bajo el control regulador de un promotor, que controla
la transcripcion y opcionalmente la traduccion de la secuencia. En la construccién de combinaciones de promotor
heterdlogo/secuencia que se puede transcribir, es deseable generalmente posicionar la secuencia genética o promotor
a una distancia del sitio de inicio de la transcripcion génica que es aproximadamente la misma que la distancia entre
esa secuencia genética o promotor y el gen que controla en su entorno natural; es decir, el gen del que se deriva la
secuencia genética o promotor. Como se conoce en la técnica, alguna variacion en esta distancia puede acomodarse
sin pérdida de funcion. De manera similar, el posicionamiento deseable de otro elemento de control con respecto a
una secuencia de acido nucleico o gen heterélogo que se va a poner bajo su control se define por el posicionamiento
del elemento en su entorno natural; es decir, los genes de los que deriva. Estos términos también incluyen en su
alcance uniones o conexiones operativas entre un promotor y una secuencia que se puede transcribir en las que un
elemento modulador de la expresion se usa para inhibir la transcripcion de la secuencia que se puede transcribir bajo
una primera condicion y en las que la disrupcién del elemento modulador de la expresién se usa para permitir o
aumentar la transcripcién de la secuencia que se puede transcribir bajo una segunda condicién.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "silenciamiento génico posterior a la transcripcion” (PTGS) se
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refiere a una forma de silenciamiento génico en la que el mecanismo inhibidor ocurre después de la transcripcion. Esto
puede dar lugar bien a un nivel estacionario disminuido de una diana de ARN especifico o a la inhibicion de la traduccién
(Tuschl et al., 2001, ChemBiochem 2: 239-245). En la bibliografia, los términos interferencia de ARN (ARNi) y cosupresion
posterior a la transcripcién se usan frecuentemente para indicar el silenciamiento génico posterior a la transcripcién.

El término "pluripotente” se refiere a la capacidad de una célula de diferenciarse en varios tipos celulares diferenciados
que estan presentes en un organismo adulto (p. €j., animal no humano). Una célula pluripotente esta restringida en su
capacidad de diferenciacion en comparacion con una célula totipotente. Las células pluripotentes incluyen, pero no
estan restringidas a, células madre capaces de diferenciarse en células germinales, tales como células ES, células
madre de epiblastos (EpiSC o célula madre epi), células germinales embrionarias (EG) y células madre pluripotentes
inducidas (iPS). El término "célula pluripotente” incluye células pluripotentes modificadas genéticamente.

El término "polinucledtido” o "acido nucleico”, tal y como se usa en la presente memoria, designa ARNm, ARN, ARNc,
ADNc, ARNi, ARNsi, ARNsh, miARN o ADN. El término se refiere tipicamente a oligonucleétidos mayores de 30
nucleétidos de longitud.

"Polipéptido”, “péptido” y “proteina” se usan indistintamente en la presente memoria para hacer referencia a un polimero
de residuos de aminoacidos y a variantes y analogos sintéticos de los mismos. Por tanto, estos términos se aplican a
polimeros de aminoacidos en los que uno o mas residuos de aminoacidos es un aminoacido sintético, no natural, tal
como un analogo quimico de un aminodacido natural correspondiente, asi como a polimeros de aminoacidos naturales.

Los términos "progenie", "progenie del animal no humano transgénico” y similares se refieren a cualquiera y toda la
descendencia de cada generacion posterior a los animales no humanos transformados originalmente.

Por "promotor" se quiere decir una regién de ADN, que controla al menos en parte el inicio y nivel de la transcripcion.
La referencia en la presente memoria a un "promotor" debe tomarse en su contexto mas amplio e incluye las
secuencias reguladoras de la transcripcién de un gen gendémico clasico, incluyendo una caja TATA y secuencias de
caja CCAAT, asi como elementos reguladores adicionales (es decir, secuencias activadoras, potenciadores y
silenciadores) que alteran la expresion génica en respuesta a estimulos de desarrollo y/o ambientales, o de una
manera especifica de tejido o especifica del tipo de célula. Un promotor esta posicionado habitualmente, pero no
necesariamente aguas arriba o en 5' de una secuencia que se puede transcribir (p. €j., una secuencia codificadora o
una secuencia que codifica un ARN funcional), cuya expresion regula. Ademas, los elementos reguladores que
comprenden un promotor estan posicionados habitualmente en 2 kb del sitio de inicio de la transcripcién del gen. Los
promotores segun la invencién pueden contener elementos reguladores especificos adicionales, localizados mas
distales del sitio de inicio para aumentar adicionalmente la expresion en una célula, y/o para alterar el momento o
capacidad de induccion de la expresion de un gen estructural al que estad conectado operativamente. El término
“promotor” también incluye en su alcance promotores inducibles, represibles y constitutivos, asi como promotores
minimos. Los promotores minimos se refieren tipicamente a elementos minimos de control de la expresion que son
capaces de iniciar la transcripcion de una secuencia de ADN seleccionada a la que estan unidos operativamente. En
algunos ejemplos, un promotor minimo no es capaz de iniciar la transcripcion en ausencia de elementos reguladores
adicionales (p. ej., potenciadores u otros elementos reguladores que actian en cis) por encima de los niveles basales.
Un promotor minimo consiste frecuentemente en una caja TATA o caja semejante a TATA. En la bibliografia se
conocen numerosas secuencias de promotores minimos. Por ejemplo, los promotores minimos pueden seleccionarse
de una amplia variedad de secuencias conocidas, incluyendo regiones promotoras de fos, CMV, SV40 e IL-2, entre
muchas otras. Se proporcionan ejemplos ilustrativos que usan un promotor minimo de CMV o un promotor minimo del
gen de IL2 (-72 a +45 con respecto al sitio de inicio; Siebenlist, 1986).

Tal y como se usa en la presente memoria, "especie rara o en peligro de extincion" incluye, pero no esta limitada a,
cualquier animal enumerado por cualquier organizacién, como que estd amenazado o en peligro de extincién, o
cualquier animal cuya poblacién, o habitat, estd amenazado, o cualquier animal que se cria deseablemente en
cautividad. Por ejemplo, las listas de especies en peligro de extinciéon pueden encontrarse en U.S. Fish and Wildlife
Service, Endangered Species Program o enumeradas en Endangered Species Act (ESA).

Por "sitio de reconocimiento de recombinasa" (RRS) se quiere decir un sitio 0 secuencia de acido nucleico al que se
une o con el que interacciona de otra forma una recombinasa. Dicha uni6n o interaccién puede ser directa o indirecta.

El término "promotor regulable” se refiere a promotores que dirigen la expresion génica no constitutivamente, sino de
una manera regulada temporalmente y/o espacialmente, e incluyen tanto promotores especificos de tejido como
inducibles, Incluyen secuencias naturales y sintéticas, asi como secuencias que pueden ser una combinacién de
secuencias sintéticas y naturales. Los diferentes promotores pueden dirigir la expresidn de un gen en diferentes tejidos
o tipos de células, o en diferentes estadios del desarrollo, o en respuesta a diferentes condiciones ambientales.
Constantemente se estan descubriendo nuevos promotores de diversos tipos Utiles en células huésped. Como en la
mayoria de los casos no se han definido completamente los limites exactos de las secuencias reguladoras, los
fragmentos de acido nucleico de diferentes longitudes pueden tener una actividad promotora idéntica.

Tal y como se usan en la presente memoria, los términos "interferencia de ARN" y "ARNi" se refieren a un proceso
especifico de secuencia por el que una molécula diana (p. €j., un gen, proteina o ARN diana) se regula a la baja mediante
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la regulacién a la baja de la expresion. Sin estar ligado a un mecanismo especifico, como entienden actualmente los
expertos en la técnica, el ARNi implica la degradacién de moléculas de ARN, p. €j., moléculas de ARNm en una célula,
catalizada por un complejo enzimatico de silenciamiento inducido por ARN (RISC). El ARNi esta presente naturalmente
en las células para eliminar los ARN extrafios (p. €j., ARN virales) desencadenado por fragmentos de ARNds escindidos
de ARNds mas largos que dirigen el mecanismo de degradacion a otras secuencias de ARN que tienen secuencias muy
homélogas. Como se practica como una tecnologia, el ARNi puede iniciarse por la intervencién humana para reducir o
incluso silenciar la expresion de genes diana usando bien ARNdSs sintetizados exdégenamente o ARNdSs transcritos en la
célula (p. €j., sintetizados como una secuencia que forma una estructura en horquilla corta).

Tal y como se usa en la presente memoria, los términos "ARN de interferencia pequefio” y “ARN de interferencia corto”
("ARNSsi") se refieren a una molécula de ARN corta, generalmente una molécula de ARN bicatenario de aproximadamente
10-50 nucleétidos de longitud (el término "nucleétidos" incluyendo analogos de nucleétidos), preferiblemente entre
aproximadamente 15-25 nucleétidos de longitud. En la mayor parte de los casos, el ARNsi tiene una longitud de 17, 18,
19, 20, 21, 22, 23, 24, 0 25 nucledtidos. Dicho ARNSsi puede tener extremos protuberantes (p. gj., protuberancias en 3' de
1, 2, 0 3 nucledtidos (o analogos de nucleétidos). Dicho ARNsi puede mediar la interferencia de ARN.

Tal y como se usa en conexion con la presente invencion, el término "ARNsh" se refiere a una molécula de ARN que
tiene una estructura de tallo-bucle. La estructura de tallo-bucle incluye dos secuencias mutuamente complementarias,
en las que las orientaciones respectivas y el grado de complementariedad permiten el emparejamiento por bases entre
las dos secuencias. Las secuencias mutuamente complementarias estdn unidas por una region de bucle,
produciéndose el bucle por una ausencia de emparejamiento por bases entre los nucleétidos (0 analogos de
nucleétidos) en la region de bucle.

El término "identidad de secuencia", tal y como se usa en la presente memoria, se refiere al grado en el que las
secuencias son idénticas en una base de nucle6tido a nucleétido o en una base de amino&cido a aminoacido sobre
una ventana de comparacion. Por tanto, un “porcentaje de identidad de secuencia" se calcula comparando dos
secuencias alineadas 6ptimamente sobre la ventana de comparacién, determinando el nimero de posiciones en las
que aparece la base de acido nucleico idéntica (p. €j., A, T, C, G, I) o el residuo de amino&cido idéntico (p. ej., Ala,
Pro, Ser, Thr, Gly, Val, Leu, lle, Phe, Tyr, Trp, Lys, Arg, His, Asp, Glu, Asn, Gin, Cys y Met) en ambas secuencias para
rendir el nUmero de posiciones concordantes, dividiendo el nimero de posiciones concordantes por el nimero total de
posiciones en la ventana de comparacion (es decir, el tamano de la ventana), y multiplicando el resultado por 100 para
rendir el porcentaje de identidad de secuencia. Para los propésitos de la presente invencion, se entendera que
"identidad de secuencia" significa el "porcentaje de concordancia" calculado por el programa informatico DNASIS
(Version 2.5 para windows; disponible en Hitachi Software engineering Co., Ltd., South San Francisco, California, EE.
UU.) usando los parametros por defecto estandar como se usa en el manual de referencia adjunto al software.

"Similitud" se refiere al nUmero porcentual de aminoacidos que son idénticos o constituyen sustituciones conservativas
como se define en la tabla 1.
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Tabla 1
RESIDUO ORIGINAL SUSTITUCIONES EJEMPLARES

Ala Ser

Arg Lys

Asn Gln, His
Asp Glu

Cys Ser

Gin Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, GIn
Ile Leu, Val
Leu Ile, Val
Lys Arg, GlIn, Glu
Met Leu, Ile,
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe
Val Ile, Leu

La similitud puede determinarse usando programas de comparacién de secuencias tales como GAP (Deveraux et al.
1984, Nucleic Acids Research 12, 387-395). De esta manera, las secuencias con una longitud similar o
sustancialmente diferente a las citadas en la presente memoria podrian compararse por la insercién de huecos en el
alineamiento, determinandose dichos huecos, por ejemplo, por el algoritmo de comparacion usado por GAP.

Los términos usados para describir las relaciones de secuencia entre dos 0 mas polinucleétidos o polipéptidos incluyen
"secuencia de referencia", "ventana de comparacién”, "identidad de secuencia", "porcentaje de identidad de secuencia”
e "identidad sustancial". Una "secuencia de referencia” tiene una longitud de al menos 12, pero frecuentemente 15 a
18 y frecuentemente, al menos 25 unidades de monémero, incluyendo nucleétidos y residuos de aminoacidos. Como
dos polinucleétidos pueden comprender cada uno (1) una secuencia (es decir, solo una parte de la secuencia completa
del polinucleétido) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) una secuencia que es divergente entre los dos
polinucleétidos, las comparaciones de secuencias entre dos (0 mas) polinucleétidos se realizan tipicamente
comparando las secuencias de los dos polinucleétidos sobre una "ventana de comparacién” para identificar y comparar
regiones locales de similitud de secuencia. Una "ventana de comparacién" se refiere a un segmento conceptual de al
menos 6 posiciones contiguas, habitualmente aproximadamente 50 a aproximadamente 100, mas habitualmente
aproximadamente 100 a aproximadamente 150 en las que una secuencia se compara con una secuencia de referencia
del mismo nimero de posiciones contiguas después de que las dos secuencias se alinean 6ptimamente. La ventana
de comparacion puede comprender adiciones o deleciones (es decir, huecos) de aproximadamente el 20 % o menos
en comparacion con la secuencia de referencia (Qque no comprende adiciones o deleciones) para el alineamiento
optimo de las dos secuencias. El alineamiento éptimo de secuencias para alinear una ventana de comparacion puede
llevarse a cabo por implementaciones computerizadas de algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el
Paquete de Software de Wisconsin Genetics Versién 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Drive Madison, WI,
EE. UU.) o por inspeccion y se selecciona el mejor alineamiento (es decir, el que produce la mayor homologia
porcentual sobre la ventana de comparacion) generado por cualquiera de los diversos métodos. También puede
hacerse una referencia a la familia de programas BLAST como se describe, por ejemplo, por Altschul et al., 1997,
Nucl. Acids Res. 25:3389. Una discusion detallada del andlisis de secuencias puede encontrarse en la Unidad 19.3 de
Ausubel et al., "Current Protocols in Molecular Biology," John Wiley & Sons Inc, 1994- 1998, Capitulo 15.

El término "recombinacién homologa especifica de sitio" se refiere a eventos de intercambio cruzado de cadenas entre
secuencias de acido nucleico sustancialmente similares en su composicion de nucleétidos. Estos eventos de
cruzamiento pueden tener lugar entre secuencias contenidas en la construccién de direccionamiento de la invencién
y secuencias de acido nucleico genémico enddégenas. Ademas, es posible que pueda ocurrir mas de un evento de
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recombinacion homdloga especifica de sitio, que daria lugar a un evento de reemplazo en el que las secuencias de
acido nucleico contenidas en la construccion de direccionamiento han reemplazado secuencias especificas presentes
en las secuencias genémicas enddgenas.

El término "especificamente" como se aplica a la disrupcion de un gen o al reconocimiento de sitios de reconocimiento
de recombinasa se refiere a una disrupcién de ese gen o al reconocimiento de esos sitios de reconocimiento de
recombinasa sin una disrupcion sustancial de otro gen o reconocimiento sustancial de otros sitios de reconocimiento
de recombinasa. Por ejemplo, un agente que disrumpe especificamente un gen de fertilidad es uno que presenta una
especificidad para ese gen de fertilidad de mas de aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces
0 mayor de aproximadamente 100 veces, 500 veces, 1.000 veces con respecto a la disrupcion de otro gen de fertilidad,
o de un gen no relacionado con la fertilidad. En otro ejemplo, un agente que reconoce especificamente sitios de
reconocimiento de una recombinasa especificada es uno que presenta una especificidad para esos sitios de
reconocimiento de mas de aproximadamente 2 veces, 5 veces, 10 veces, 20 veces, 50 veces o mayor de
aproximadamente 100 veces, 500 veces, 1.000 veces con respecto a la especificidad para los sitios de reconocimiento
de otra recombinasa.

"Astringencia”, tal y como se usa en la presente memoria, se refiere a las condiciones de temperatura y fuerza iénica,
y a la presencia o ausencia de determinados disolventes organicos, durante los procedimientos de hibridacion y
lavado. Cuanto mayor es la astringencia, mayor sera el grado de complementariedad entre las secuencias de
nucleétidos diana inmovilizadas y las secuencias de polinucleétidos de la sonda marcadas que permanecen hibridadas
a la diana después del lavado.

“Condiciones astringentes” se refiere a condiciones de temperatura y ionicas bajo las cuales solo hibridaran las
secuencias de nucleétidos que tengan una alta frecuencia de bases complementarias. La astringencia requerida
depende de la secuencia de nucleétidos y depende de los diversos componentes presentes durante la hibridacion y
los lavados posteriores, y el tiempo que se permite para estos procesos. Generalmente, con el fin de maximizar la tasa
de hibridacién, se seleccionan condiciones de hibridacién no astringentes; aproximadamente 20 a 25 °C menor que el
punto de fusién térmico (Tm). La Tm es la temperatura a la que el 50 % de la secuencia diana especifica hibrida con
una sonda perfectamente complementaria en disolucion a una fuerza ionica y pH definidos. Generalmente, con el fin
de requerir al menos aproximadamente un 85 % de complementariedad de nucleétidos de las secuencias hibridadas,
se seleccionan condiciones de lavado altamente astringentes que son aproximadamente 5 a 15 °C menor que la Tm.
Con el fin de requerir al menos aproximadamente un 70 % de complementariedad de nucleétidos de las secuencias
hibridadas, se seleccionan condiciones de lavado moderadamente astringentes que son aproximadamente 15 a 30 °C
menor que la Tm. Las condiciones de lavado altamente permisivas (astringencia baja) pueden ser tan bajas como 50
°C por debajo de la Tm, permitiendo un alto nivel de falta de concordancia entre las secuencias hibridadas. Los expertos
en la técnica reconoceran que también pueden alterarse otros pardmetros fisicos y quimicos en las etapas de
hibridacion y lavado para afectar el resultado de una sefal de hibridacion detectable a partir de un nivel especifico de
identidad de secuencia entre las secuencias diana y de la sonda.

Los términos "casete de direccionamiento”, “construccion de direccionamiento” y similares se refieren a una
construccion de acido nucleico que facilita la disrupcion o insercién de una secuencia de acido nucleico especifica en
el genoma de un organismo o célula huésped por recombinacién homodloga. Generalmente, el casete de
direccionamiento comprende: (1) al menos una regién de homologia o brazo de homologia que tiene una secuencia
que es sustancialmente idéntica o sustancialmente complementaria a una secuencia presente en el locus de un gen
enddgeno de la célula huésped, y (2) una region de direccionamiento que se integra en el locus de un gen endégeno
de la célula huésped por recombinacién homdloga entre una region de homologia de la construccién de
direccionamiento y la secuencia del locus del gen enddgeno. Una regién de direccionamiento puede comprender una
secuencia que es sustancialmente homéloga a una secuencia génica endégena y/o puede comprender, en algunas
realizaciones, una secuencia no homologa, tal como un marcador seleccionable (p. ej., neo, tk, gpt) o polinucleétido
heterdlogo. Los términos "casete de direccionamiento”, "construccion de direccionamiento” y similares no indican
necesariamente que la region de direccionamiento comprende un gen que se integra en el genoma huésped, ni indica
necesariamente que la region de direccionamiento comprende una secuencia de un gen estructural completa. Como
se usan en la técnica, los términos "casete de direccionamiento”, "construccion de direccionamiento” y similares son
sinénimos del término "transgén”, tal y como se usa en la presente memoria.

El término "totipotente" se refiere a la capacidad de una célula de diferenciarse en todos los tipos de células de un
organismo adulto (p. €j., animal no humano).

El término "secuencia de acido nucleico que se puede transcribir' o "secuencia de acido nucleico transcrita” excluye
la secuencia reguladora no transcrita que dirige la transcripcion. Dependiendo del aspecto de la invencion, la secuencia
que se puede transcribir puede derivar totalmente o en parte de cualquier fuente conocida en la técnica, incluyendo
una planta, un hongo, un animal, un genoma o episoma bacteriano, ADN eucariota, nuclear o plasmidico, ADNc, ADN
viral o ADN sintetizado quimicamente. Una secuencia que se puede transcribir puede contener una 0 mas
modificaciones bien en las regiones codificadoras o no traducidas, que podrian afectar la actividad bioldgica o la
estructura quimica del producto de expresion, la tasa de expresion o la manera de controlar la expresién. Dichas
modificaciones incluyen, pero no estan limitadas a, inserciones, deleciones y sustituciones de uno o mas nucleétidos.
La secuencia que se puede transcribir puede contener una secuencia codificadora ininterrumpida o puede incluir uno
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0 mas intrones, unidos por las uniones de corte y empalme apropiadas. La secuencia que se puede transcribir también
puede codificar una proteina de fusion. En otras realizaciones, la secuencia que se puede transcribir comprende solo
regiones no codificadoras.

"Transfeccion” significa el proceso durante el cual una molécula de acido nucleico (p. €j., un plasmido o fragmento de
ADN) se inserta en una célula eucariota. Tipicamente, el 2-50 % de las células captan el plasmido y expresan el
producto proteico durante ~3 dias sin incorporar el ADN plasmidico o fragmento de ADN en los cromosomas de la
célula (= transfeccion transitoria). Una pequefia proporcién de estas células incorporara eventualmente el ADN
plasmidico en sus cromosomas y expresara permanentemente el producto proteico (= transfeccion estable).

El término "transgén" se usa en la presente memoria para describir material genético que ha sido o va a ser introducido
artificialmente en un genoma de un organismo huésped y que se transmite a la progenie de ese huésped. El transgén
comprendera tipicamente un polinucledtido que contiene secuencias no codificadoras y/o codificadoras que
habitualmente, pero no necesariamente, imparten o incitan una actividad (p. €j., la regulacién de la transcripcion o la
traduccion, la produccion de una secuencia de nucleétidos que incluye una secuencia codificadora y/o no codificadora,
etc.). En algunas realizaciones, el transgén comprende un polinucleétido que puede ser transcrito en ARN y
opcionalmente, traducido y/o expresado en condiciones apropiadas. En algunas realizaciones, se transcribe en una
molécula que interfiere con la transcripcion o la traduccion (p. ej., molécula antisentido) o media la interferencia de
ARN (p. ej., ARNsi o ARNsh). En algunas realizaciones, el transgén comprende una secuencia codificadora para un
polipéptido. En algunas realizaciones, el transgén comprende un casete de direccionamiento para introducir una
modificacién genética en un genoma. Puede usarse cualquiera de diversos métodos para introducir un transgén en un
animal no humano para producir un animal transgénico. Dichas técnicas son muy conocidas en la técnica e incluyen,
pero no estan limitadas a, microinyeccion pronuclear, infeccién viral y transformacién de células madre embrionarias
y células iPS. Los métodos para generar animales transgénicos que pueden usarse incluyen, pero no estan limitados
a, los descritos en J. P. Sundberg y T. Ichiki, Eds., Genetically Engineered Mice Handbook, CRC Press; 2006; M. H.
Hofker e I. van Deursen, Eds., Transgenic Mouse Methods and Protocols, Humana Press, 2002; A. L Joyner, Gene
Targeting: A Practical Approach, Oxford University Press, 2000; Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory
Manual, 32 edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press; 2002, ISBN-10: 0879695919; K. Turksen (Ed.), Embryonic
stem cells: methods and protocols en Methods Mol. Biol. 2002; 185, Humana Press; Current Protocols in Stem Cell
Biology, ISBN: 978047015180; Meyer et al. PNAS USA, vol. 107 (34), 15022-15026.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "transgénico" o "transformado" con respecto a una célula
huésped, parte de huésped, tejido de huésped o huésped significa una célula huésped, parte de huésped, tejido de
huésped o animal huésped, que comprende una modificacion genética, que se ha introducido en el nucleoma,
especialmente el genoma, de una célula huésped, parte de huésped, tejido de huésped o animal huésped, tipicamente
mediante un transgén.

Por "vector" se quiere decir una molécula de &cido nucleico, de forma adecuada, una molécula de ADN derivada, por
ejemplo, de un plasmido, bacteriéfago, o virus de planta, en el que puede insertarse o clonarse una secuencia de acido
nucleico. Un vector contiene tipicamente uno o mas sitios de restriccion Unicos y puede ser capaz de replicacion
autéonoma en una célula huésped definida incluyendo una célula o tejido diana o una célula o tejido progenitor de la
misma, o puede integrarse con el genoma del huésped definido de manera que la secuencia clonada es reproducible.
Por consiguiente, el vector puede ser un vector con replicacion auténoma, es decir, un vector que existe como una
entidad extracromosémica, cuya replicacion es independiente de la replicacién cromosémica, p. €j., un plasmido
circular cerrado, un elemento extracromosémico, un minicromosoma, 0 un cromosoma artificial. El vector puede
contener cualquier medio para asegurar la autorreplicacion. Alternativamente, el vector puede ser uno que, cuando se
introduce en la célula huésped, se integra en el genoma y se replica junto con el o los cromosomas en los que se ha
integrado. Un sistema de vector puede comprender un Unico vector o plasmido, dos o mas vectores o plasmidos, que
conjuntamente contienen el ADN total que se va a introducir en el genoma de la célula huésped, o un transposén. La
eleccion del vector dependera tipicamente de la compatibilidad del vector con la célula huésped en la que se va a
introducir el vector. El vector también puede incluir un marcador tal como un gen de resistencia a antibiético que puede
usarse para la identificacion de los transformantes adecuados. Los ejemplos de dichos genes de resistencia son muy
conocidos para los expertos en la técnica.

El término "regién no codificadora en 5 se usa en la presente memoria en su contexto mas amplio para incluir todas
las secuencias de nucle6tidos que derivan de la regiéon aguas arriba de un gen que se puede expresar, distintas de
aquellas secuencias que codifican residuos de aminoacidos que comprenden el producto polipeptidico del gen, en
donde la region no codificadora en 5' confiere o activa o facilita de otra forma, al menos en parte, la expresion del gen.

Tal y como se usa en la presente memoria, el término "region no traducida en 5” 0 "5' UTR" se refiere a una secuencia
localizada en 3' de una regién promotora y en 5' de la regién codificadora aguas abajo. Por tanto, dicha secuencia,
aunque se transcribe, estd aguas arriba (es decir, en 5') del coddn de inicio de la traduccién y, por lo tanto,
generalmente no se traduce en una parte del producto polipeptidico.

El término "regidn no traducida en 3" o0 "3' UTR" se refiere a una secuencia de nucleétidos aguas abajo (es decir, en
3') de una secuencia codificadora. Se extiende desde el primer nucleétido posterior al codén de parada de una
secuencia codificadora hasta justo antes de la cola de poli(A) del ARNm transcrito correspondiente. La 3' UTR puede
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contener secuencias que regulan la eficiencia de la traduccidn, la estabilidad del ARNm, el direccionamiento del ARNm
y/o la poliadenilacion.

El término "de tipo salvaje” se refiere a un gen o producto génico que tiene las caracteristicas de ese gen o producto
génico cuando se aisla de una fuente natural. Un gen de tipo salvaje es aquel que se observa mas frecuentemente en
una poblacién y se designa, por tanto, arbitrariamente como la forma "normal" o "de tipo salvaje” del gen. Por el
contrario, el término "modificado" "variante" o "mutante" se refiere a un gen o producto génico que presenta
modificaciones en la secuencia y o propiedades funcionales (es decir, caracteristicas alteradas) cuando se compara
con el gen o producto génico de tipo salvaje. Se indica que pueden aislarse los mutantes naturales; estos se identifican
por el hecho de que tienen caracteristicas alteradas cuando se comparan con el gen o producto génico de tipo salvaje.

Tal y como se usa en la presente memoria, el subrayado o cursiva del nombre de un gen indicara el gen, a diferencia
de su producto proteico, que se indica en ausencia de cualquier subrayado o cursiva. Por ejemplo, "GILZ" significara
el gen GILZ, mientras que "GILZ" indicara el producto proteico del gen "GILZ".

Cada realizacion descrita en la presente memoria debe aplicarse mutatis mutandis a cada una y todas las
realizaciones, a no ser que se afirme especificamente otra cosa.

2. Abreviaturas
A lo largo de la solicitud se usan las siguientes abreviaturas:
dpc =dias después del coito
célula ES = célula madre embrionaria
célula madre epi = célula madre de epiblasto
célula EG = célula germinal embrionaria
célula iPS = célula madre pluripotente inducida
d =dia
h =hora
s = segundos

3. Uso de embriones de roedor con un gen de fertilidad disrumpido para aumentar la transmision de la linea germinal
de células pluripotentes de roedor donantes

La presente invencion proporciona composiciones y métodos para aumentar la transmisién de la linea germinal de
células pluripotentes de roedor donantes, incluyendo unas con modificaciones genéticas. Las células germinales que
se originan en embriones huésped de roedor se modifican, de manera que al menos un gen que contribuye a la
fertilidad (es decir, un gen de fertilidad) se disrumpe. Los embriones huésped de roedor modificados se usan entonces
para "hospedar" células pluripotentes de roedor donantes introducidas que tienen un gen de fertilidad funcional (es
decir, un gen de fertilidad que no esta disrumpido). La implantacion y gestacién del embrion huésped de roedor
resultante en un animal roedor sustituto o adoptivo produce una camada que incluye habitualmente dos tipos de
descendencia quimérica: aquellos que tienen células germinales o gametos endégenos con un gen de fertilidad
disrumpido, que derivan generalmente del embrién huésped de roedor, y aquellos que comprenden células germinales
0 gametos con un gen de fertilidad funcional, que derivan generalmente de la célula pluripotente de roedor donante.
Cuando se cruzan con animales roedores cognados que comprenden un gen de fertilidad funcional, los animales
roedores quiméricos que comprenden células germinales o gametos enddgenos que tienen un gen de fertilidad
disrumpido tendran una fertilidad alterada o inhibida. Por el contrario, los animales roedores quiméricos que
comprenden células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de roedor donante tendran una fertilidad
normal o no alterada, aumentado de esta manera la produccion de una primera camada de crias que comprenden
células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de roedor donante.

3.1 Genes de fertilidad

Cualquier gen de fertilidad o combinacion de genes de fertilidad adecuados puede disrumpirse para proporcionar
embriones huésped de roedor, asi como animales roedores derivados y descendencia segun la presente invencion.
Los ejemplos no limitativos de genes de fertilidad se enumeran en la Tabla 2, junto con mutaciones ilustrativas (que
se presentan en superindice) y composiciones alélicas que causan la disrupcién del gen de fertilidad y dan lugar a
infertilidad (p. ej., infertilidad masculina). En la Tabla 2 también se presentan fondos genéticos ilustrativos, en los que
la disrupcion de estos genes de fertilidad dio lugar a infertilidad (p. ej., infertilidad masculina).
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Tabla 2: genes de fertilidad y mutaciones ilustrativas que dan lugar a infertilidad

Gen(es) de Fertilidad] Composicidn Alélica
(Fondo Genético)
Abcg5 | Abeg5"=/Abcg 5Tt
(A/]-Abcg5i™=c)
Acox1 Acox 1Mk Acgx 1 ik
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6])
Acr AcrtmlWen,fplcrtmIWen
Smcp Emilen il Wen
Thnp2 Thpatmilicn Trpatmiien -
(implica: 129/Sv * C57BL/6] * CD-1)
Adad1l Adad1tmiRed/Adgd]miked
(129X 1/Sv]-TenrtmiRat)
Adadi AdaditmiRet/ Adad] tmikeb
(implica: 129X1/5v] * C57BL/6)
Adamila Adamia'™!™a/Adamlgtm!Tes
(implica:  12952/SvPas * ICR)
Adam3 tmilhea f Ad am3tmiinag
: (implica: 12951/5v * 129X1/Sv] * CD-1)
Adam3 Adam3 mIPmki Adg mp 3miPmk
(No Especificado)
Adamts2 Adamis2'miFre/ Adamis 2tmifc
(implica:  129/5v)
Adt\(lu Ty ihes EQQ!]QWHM
(implica: 12955/SvEvBrd * CS7BL/G)
Adrailb AdralbimiCsa/adra 1htmict
(implica: 129 = C57BL/6])
Adrm1 Adrm IGEIOS‘HEBBSS}L@K'{pﬁrm 1Gt[DS‘I‘12BﬂE.‘iJm:¢
(implica: 129S5/SwEvBrd * CS7BL/6]1)
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Aes Aﬁslmiﬁrhf&gstml&id
Runx2 Runx2mitMo/pnx2t
(implica:  12951/Sv * C57BL/6)
Aff4 Bffq_tmmosa)rhﬁq_tmmosa
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6)
Agfgl Agfﬂ ! bmiddvd f'Agfg! kmilJwd
{implica:  129P2/OlaHsd)
Agp,s bs2 Egg§hs2
(STOCK Agps®s%/])
Agtpbpl AqtpbplPe -/ AgtpbplFed )
- (implica: BALB/cByl)
Agtpbpl EQIE§E1 pcd-5] ;EEEEH QJ prd-51
{DBA/2]1)
Agtpbbl &gtabmpcd—awggsnbnlpnd-sl
(BALB/c]-Agtpbp1P=-8/Grsrl)
Agtpbpl Agtpbplped-BUrfAgtpbp]ped-BUr
(C57BL/6]-Agtpbp1eet-Bir)
~ Agtpbpl Agtpbpired ToOWI L wg/Aglpbpeed Tal A Twg
{implica: C57BL/6] * CD-1 * DBA/2])
Agtpbpl AgipbplFe/AgtpbplP=
(implica: CS7BR/cd] * CBA)
Ak7 Ak 7 CHOSTA34404) Lex £ A | FEHOSTA24404)ex
{implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/6])
Ak7 Ak?‘.g{t&t@-Fhﬂoxi)ETSamll;Ak;ng(baED-Hmux1}6?Sami
{FVB/N- Ak 7 To(tet0-Hmox1)675amiy
Akap4 Akapgtmitody iy
(implica:  12956/SvEvTac * C57BL/6)
Alpl Alpltmiicreibaoy/ A |n|+
Dnmt3a Dﬂmt_aauﬂ's.1Er|r;£)nmt3&tm3.2i£nl
(implica: 12951/5v * 12954/Sv]ae * 129X1/5v])
Alpl Elnlunltmamagw_p"pp
Ehmt2 Ehmt2m2Yshi/ B2 tm2.1tshk
(implica: ~ 129S1/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6 * CBA)
Amh Amhimlﬂhr“,"Ath‘nlﬂhr
Amhr2 AmpRr2mBhes A iy 2t Bhr
(Mo Especificado)
Amhr2 Amhr2tmiBhe/ g by - 3tml Bhe
(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6)
Amhr2 Amhr2tmiBhe Ampr2tmiBnr
(implica: 12957/SvEvBrd)
Amhr2 L Ampr2tmserelBhes A mpra+
- (implica: 129P2/OlaHsd * 129S/SvEv * C57BL/6)
Amhr2 Ampr2im3tr=Bhrf Ampr2*
Ar Artmithepy

(implica: 1295/SvEv * C57BL/6)
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- Amhr2 Amhr2irHeeBhy amApr2*
Ctnnbl Ctnnb1WiMmt/Cinnbl*
- (implica: 129X1/5v] * C57BL/6)
Amhr2 Ambr2tm3icre)Bhrs g b2+
NrSal NrSa1'iKle/nrSa 1tmekle
(implica: 129P2/OlaHsd)
Amhr2 | Amhr2Umser)Bhr/ g rmhr2®
Smadi Smad]_h'nzﬂuh"s'-nadltl‘ﬂz.‘“ﬂb
Smad5s tmiHuy sm adEtmlHuv :
(implica: 129P2/OlaHsd * 1295/SvEv * C57BL/6)
Amhr2 Ampr2tm3iere)Bhr/ gAmpr2*
Smad1 trm2Rob Emaﬁ; tmzRob
Smad5S Srmadbtmituy/SmadhtmiZzuk
(implica: 129P2/OlaHsd * 1295/SvEv * 12957/SvEvEBrd * C57BL/6)
Apafl Apafitmiber/Apngfymiter :
{(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6])
Ar Artmithery
Plekhas Plekha5 TatAtH-creliflor/ )
(implica: 1295/SvEv * C57BL/6 * SIL)
-ﬂl’ A 2 Ethnl]dzi\,‘ 5 e s by
Plekhab Plekha5TeiAMH-creliflor)
: (implica: 129X1/Sv] * C57BL/6 * S1L)
ﬂr Arml'u'ah,'y
Rnasell RnaselQmilceiit/Bnasel gt
(implica: ~ 12957/5vEvBrd * C57BL/6)
Arhgdla i b L Etbgd'aﬂﬂﬂ'tk
Arhgdib (implica: 1295/SvEv * CS57BL/6 * DBA)
Arhgdia Arhgdiatmt&/Arhgdiatmik
Arhgdib ArhgdiptmiMive A rhgdibtmiMive
(involves: 1295/SvEv)
Arl ArlgmaVess A pjgtmaics
(implica: 12951/Sv * 129X1/5v] * C57BL/6)
Aszl AszLIMIZuK ! Ao tMIZUK
(implica: 129 * C57BL/6)
Atf4 Arf4tmiTow f Arf4tmiTow
{implica: 12951/5v * 129X1/5Sv] * NIH Black Swiss)
T At e =
(bien:  12956/SvEvTac-AtmimlAwb o (implica: 12956/SvEvTac * NIH
Black Swiss)) :
Atm Atmtmlml!fgtm:miﬂat
(implica: 12954/Sv]ae)
Atm Atm“"‘lF“'afAtm“‘“m
(involves: 12954/5v]ae * C57BL/6)
Atm Atn‘r”"“““mtm”““ﬁ”
(implica: 12956/SvEvTac * Black Swiss)
Atpla4 Atplagimill/atniaqtmil

{implica: 12956/SvEvTac * C57BL/8)
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Atp2bg Atp2b4imiSes/ Aty ahqlmiGes
(implica: 129X1/Sv] * Black Swiss)

Atp2b4 Atp2b4tmiGes/Atp2h4tmiGes
(BKSW.129X1-Atp2h4tmiGes)

AtpZb4 Atp2b4tmikschyAtnd hqbtmiksch
{implica: 129P2/QlaHsd * C57BL/6)

Atp7a Atp7aMo-blosy
(Mo Especificado)

Atp7a Atp7atexbry
(No Especificado)

Atxn7 Atxn7fmitze/Atxn7+
(implica: 12957/5SvEvBrd * C57BL/6)

Aol L] tmiG f A m 1G]
Mertk MertktmiGr /M eartktmiGrl
Tyro3 _ T"'T‘O_3"m"ﬁ"fTW‘03tmlai
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6])
B4galntl B4galnt1™IFin/B4galnt1 ikl

'B;;a'lnti : B4galntltmifn/B4gaint1imiRle
ialtmife/ StBsia 1 miRkio
(implica:  129S6/SvEvTac)

Bax Bax'™!%¥/Bax*
Bel2ll Bel21 tmiMam/Bc] 2|4 tmiMam
(implica: 129S6/SvEvTac * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Bax Eaxl‘mlsjkaaxtlﬂlsjk
(implica: 129X1/5v])
Bax Baxtmi Sjkaaxtmtsjk
(B6.129X1-Baxtmisik/])
Bax BaxtmiEk/ Ba xtmisik
Bc|2|1 & E; gu‘ﬂlll"hm,'Es'Ii Jtrn].h"hm
(implica:  129S6/SvEvTac * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Bcl2ll Bel2i11tml. 1A/ meja)] Jtml. 145t
(B6.129-Bcl211 1ML 1At Baytmisik)
Bbsi ; Ebﬁll_mlwsragﬁl s ;
(implica: 12951/Swv * 129X1/Sv])
Bbsl Bhsztmi\{&,f Ebs_zmwa

(bien:  (implica: 12951/Sv * 129X1/5v]) or (involves: 12951/Sv *
129X1/5v] * C57BL/6]))

Bbs4 Bbs4tmives/Bhogtmives -

(implica:  12951/Sv = 129X1/Sv] * C57BL/6])
Bcl2l1 Bel2i1miMam g2 1 iMam

(involves: 12956/SvEvTac * C57BL/6)
Bc|2|2 Bc|2|26t{RDEAJ4IEOI‘fEd2|2Gt{RDSJ\H15or

(implica: 12955/SvEvBrd)
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Bcl2ll Bcl2111tmi LAstygeja) qtmi.Ast
Bik Bjkbnlﬁstfajktmhﬂst
(B6.Cg-Bel2l11tmi-1ast Bjjtmiasty
Bgn BgnUnity ry
Dcn E;Etmllnzfmnlmlloz

(mplica:  12951/Sv * 12954/Svlae * 129X1/5v])

BmpS Bmp5%/Bmp5se
anﬁmiﬂﬂbfamnsmlﬂub
(implica: 1295/SvEv)

Brmp7 Bmp7™!RS/Bmp7+
Bmp8a Bmp8gtmidins B\i'n|:1|85|t““‘“l1
(implica:  129S/SvEv * 12956/SvEvTac * Black Swiss * C57BL/6)
Bmp8b Bmp8btm !B/ Brmpghimiin
(implica: 129/Sv * Black Swiss)
E‘O“ E°||Il111E\r>l:J,fB0||b'n1ny
(implica: 129 = C57BL/6)
Br‘:al ﬁigil L. lThL,lElEalfan 1Thi
(implica: 129 = C57BL/6)
Brcal Brealtmahme/BregtmZige -
{129-Brcaltmaane)
Breal BrealtmaArms/Breg tmdhnge
(implica: 129/Sv * C57BL/6] * MF1)
Brcal Brealtm3 IThifReey Jtm3. 170l
(implica: 129 = C57BL/6)
Brcaz2 Brea2tmitam/B g dtmitam
[|mp||ca 1295{Sva * MFI}
Brcaz2 Brcaz‘m“:‘"f Brcazt'“‘c‘"

(bien:  (implica: 12982/SvPas * C57BL/10) o (implica:
12952/5vPas = C57BL/6 * DBA/2)) ;

Brdt Erdttmlﬂjw.‘rardttnlbfw
(implica: 1295/SvEv * C57BL/6])
Brwd1 Brwdirees/Brwdirees
: (implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])
Bsg ﬂsgtml'l'rrufﬁsgtml‘rmu
(implica: 12952/SvPas * C57BL/6])
BSU Esgm‘l 1T g EmiTmu
{implica: 129/Sv * 12952/SvPas)
Bublb Bublbtmilvd/Bublbimild
(implica: 129%6/SvEvTac)
Cacnb4 Cacnb4'™ #/Cacnbq!"4
: (C3Fe(SWV)-Cacnb4™%/Grsrl)
Cacng2 Cacng25te/Cacng 2%
(B&C3Fe a/a-Cacng2™e)
Cadm1 Cadmi'm!-2Brd/Cadm1tm!-26m

(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6)
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Cadm1

Caﬂmltnllﬁhfhﬂf{:admllnllﬂm
(implica: 1295/SvEv * C57BL/61)

Cadmil

Cadm1tmihkm/Cadm 1 tmitkm
{implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6])

Calr3

Calr3tmitst/Ca|r3tmi0sh
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6)

Camk4

!:amk&tml-ﬁrmfgﬂ ml kﬂtmiﬁ.nn
(implica: 129 = C57BL/6])

Capza3

Capzaldr=rmi2/Capza3rermi?
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

Catsperl

Catsperltmidichy tmiCinh
(implica:  12954/Svlae * C57BL/6])

Catsper2

Catsper2tmiGar/CatgparimibGar
(implica: 129S56/SvEvTac * C57BL/6])

- Catsper3

| Catsper3miciehy

tmiCiph
(implica: 12954/5vlae)

Catsper3

Catsperd4

Catsper3m™i*=n/Catsper3tmite=n
{(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6])

Catsper4™™ICieh/Catspardtmicin
{implica: 12954/5v]ae)

Catsperd

r tmiWyan L Eyan

(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6])

Catsperd

e
(implica: 12954/Svlae * C57BL/6)

Cbx3

(implica:

Chyl

(B6.129-Chy 1tmiKtkm)

Ccna1[m1CD||Jp‘Ccnailm1CDi|
(implica:  129S5/SvEv * MF1)

CenaltmiBiw/Cenaltmibiv
(implica: 12957/SvEvBrd)

Ccneztm lpbﬂfct:n EZUI’] 1Pisc
(implica: 12952/SvPas)

Cdk2m kel fCl 2tmikeld
(implica:  12951/Sv * C57BL/6)

Cdk4tmiKive /Cd kqtmiKivo
{implica: 12951/Sv)

Cigimikive sedlegtmi Kive
Lrngtm IUr\'_“,’ ngtml&r_
{implica: 12951/5v)

Cdk5rap2

CdkSrap2GHRRF46s)Bya) Cd |05 g n 2CHRRF455 BYg
(implica:  129P2/OlaHsd * C578L/6)

Cdk16

Cdk1gtmi .Esme'.f(:dklstml.zsme
(implica:
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Cdkn2a Cdkn2a'™> (=S5 /Cdkn2a*
(implica:  12951/Sv * C57BL/6)
Cdkn2c Cdkn2ctmiBea/Cdjen2ctmiehd
Cdknzd c_dknzdlmlﬁém}fmknadlmlf\ﬁ!m
{(implica: 129P2/0laHsd * 12951/Sv * C57BL/6)
Cdol tmi. 1Mhst bl 1Mhst
(implica: C57BL/6)
CElfl tmiCkas EE 1’-1 tmiCka
(implica: 12952/SwPas * C57BL/6)
Cep290 Cep290tm! Ysg/Cep29Qim! o
(B6.129-Cep280tm!.10g)y
Cga cqatmlsaci{anmlsac
(implica: 12952/5SvPas * C57BL/6])
Cibl CibltmiPeefCip ] tmifrse
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6)
.Cksz Erml Sir Ll Sir
(Mo Especificado)
C!cnl !;t;n; EQFJS;IEnJEdr
(A2G)
Clen2 Clen2tmt U/ Clen 201
(implica: 12951/Sv = 129X1/Sv] * C57BL/6)
Cldni1l CldniitmiRaliCldn] 1tmiRal
(No Especificado)
Cldni1 Cldni1 135/ Cldn11%m1SE
(implica: 12954/Sv]ae * C57BL/6)
Clgn Clgnm!osh/Clgnimitsh
(bien: 129 o (implica: 129P2/0laHsd * C57BL/E1))
Cnot Cnot74 P/ not74m ik
{implica: 129/Sv * C57BL/6)
Cnot? Cnot7tmiTno/Cnot7tmiTo
(implica: 12954/5vlae * C57BL/6])
Cnpy4 CrpudTaiTyri2356C-2a10ve 1 oy A Tal Tyri2356C-2a 1 0ve
(FVB.fN-Cnpv4T°f“*?2355¢'2'10\‘!} 2
Cplxl Cplx 1 miRmad ) by tmiRmnd
: (No Especificado)
Crem Crem ™G5t/ remtmiGse
(implica:  129/5v * C57BL/E)
Crem Cremmissco/Cramtml S
(implica: 129/Sv * C57BL/6)
Crem Cremtl‘ﬂlSGEﬁF’Crem‘mlsﬂm
(implica: C57BL/8)
Cricl Cr-tclﬁr{m(s:?:!}ﬂvgfcrtcIGE(xKS??}Byg
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6)
Csnk2a2 Csrik2a2'™ibes/Conk2a2tmibes

(implica: 12956/5vEvTac * C57BL/6)
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Cstfit CstfatimiCome/CotfagimiCema
(implica: 1295/SvEv * C57BL/6)
Ctnnb1l Soakem fmzkem
Ems]mﬁl(mﬁql;mel-l
(B6.129-Emx 1 mitereltal Cipnpym2kem)
Cu|4a Cu|4atml.2?mf€u]4ah111.2?la
(Mo Especificado)
Cxclls tmllfic tmilfc
(implica: 12954/Svlae * C57BL/6)
Cclig Cxcl16/Zmynd1 5/ Cwcl1 6/ Zmynd1 Stmtife
(implica: 12954/Svlae * C57BL/6)
C‘f’plgal i Esi tm1Esi
{implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6)
Cyplgal tm15ih tm15ih
(implica: 1295/SvEv * C57BL/6)
D15Ertd621e TR Tyr) 2261 C0ve D] EEEﬂEZJ ng(Tvr)Z‘EﬁlCGue
: (FVB/N-D15Ertd621eTo(Tyn2261C0ve)
Dabl Dabls=m/Dahism
(implica: C3HeB/Fel * DC/Le)
Dazapl Dazapl'™Fven/Dazapltmifyen
(implica: 12556/SvEvTac)
Dazl Daz|™!Hic/Daz|mine
(implica: 129P2/0laHsd * MF1)
Dbf Dbf/Dbf* ;
(implica:  101/H * C3H/HeH)
Ddx4 Ddx4tmiTne/ D y4tmiTne
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6NIcl)
Ddx25 Ddx 25 1M/ Dy 2 G i
(implica: 12954/Svlae)
Defb41 Defh4g 1 tmilioe)fsip  Myafh 41+
ch&rl QI;E[I tmlBdh /i mlBdh
(implica: 129/Sv * C57BL/6N)
Derl2 Dgﬂztmnl.zﬂpl (Er ZImi.ZHpI
_ (implica: BALB/cl)
Dgka D kaTeTnist-cHE4, Tyr)2320A-20ve /[ g ke aTETNISb-cHS4, Tyr)2320A-20ve
I:FVB‘}'N_ngaTng{sh—d-ISJ-.TYr}ZE20&—20\-’2)
Dhcr24 Dhecr24milex/Dher24tmitex
(implica: 129S5/SvEvBrd * C57BL/6)
Dhh DhpfmiAme/ o hhm Lime
(implica: 12951/5v)
Dhh DhhtmIAmes [y ptm L Ame
(implica: 129S51/5v * C57BL/61)
Dhh DhhmiAmes Ghhim Lime

(implica: 12951/Sv * C57BL/B] * Swiss Webster)

26




ES 2 886 146 T3

Dicerl Dicer1tmitdh/picar] mibdh
Plekha’s PlakhaSTatAnH-cre} 1Flor/ ()
(implica: 129 * C57BL/6 * SIL)
Dmcl DmciMeitl/ Dmel*
(implica: 12954/Svlae * C3HeB/Fel * C57BL/6])
Dmcl Dmcitety/Dmelt
{implica: 12954/Sv]ae * C57BL/6])
Dmcl DmciMelt D Meitl
(implica: 12954/Svlae * C57BL/6])
Dmcl Dmci s/ fime ] s :
(implica: 12954/Sv]ae * C57BL/6])
Dmcl tml1Tkm ngj tmlThm
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Dmd Emtml.ﬂ(han |l""|f
{implica: C57BL/6 * CBA)
Dn-"-tl DmrtthI.IZarkamﬁllJ’nf.IZark
(implica: 129 = C578BL/6)
Dmrtc2 Dmricaml2zak/Dmyrpcotml Zark
{implica: 12951/Sv * C57BL/6)
Dms Dms/Dms™*
(implica: C57BL/6 * DBA/2)
Dnahil Dnah1fmithae/Dinghltmilhag
(implica: 12951/5v * 129X1/5v] * CD-1}
Dndl Dndi™/DndiTer
{12951/Sv-Kit"W QOca2p Tyrcch)
Dnd1 Dndi™/Dndi™
Sf{CUXD 130G IGF] +
(implica: 129P2/0laHsd * 12951/5vIm] * 129T1/5v)
Dnmt3l tlBes Qﬂ mta tmiBes
(implica: 12956/SvEvTac)
Dpcd/Poll Dpcd/Pol|CHOST280355)ex /iy b o / P | [GHOST280355 ) Lex
_ {implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/6Brd-TyrcBrd)
DpCd,-"POH |tm1Nmt QQ;:{{EQII‘“““'“‘
(implica: 129P2/0laHsd)
Dpy1912 En'ngmnmmwgmslmzmn.m
e 1 (B6;12955-Dpy19i2'™ e /Mmucd) -
Dspd Dspd/Dspd*
(implica: C3H * C57BL/6)
Dyncihil Dyncihi®*/Dyncihl*
(implica: 101/H * C3H/HeH)
E2fl E2fitmiMeg/EDf] tmiteg
E2f3 E2f3tm2.1Gle/F af3tm2. 16l
(implica: 12954/Svlae * 12956/SvEvTac * FVBE/N * NIH Black Swiss)
Efnb2 Efnp2tmiHenk/Efnp2+ '

(bien: 129 0 (implica: 129 * C57BL/6) 0 (implica: 129 * CD-1})
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Egri EgritmiFech/EgrytmiPeh
(implica: 129S2/SvPas * C57BL/6])
Egl'4 il Ik &Eﬂtmllmi
(implica: C57BL/6)
Ehdl Ehd ltrnl.ZHaha’lEhd 1{1111.2H-aba
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6] * FVB/N)
Ehdil Ebd]h‘nl.ZHabafEhd]hﬂl.zHaba
(FVB.Cg-Ehd1tm!.2Habay
Eifdh Eif4hCHE<279)Byg/ Eif 4nCHFx279)Byg
(implica: 129pP2/0laHsd * C57BL/6&)
Elk1 Elictimttiony:
(implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6N)
Elovi2 Elovi2tm13acs/Elgy| 2tmilace
(implica: 129S1/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6])
Emx1 Emxjbntteeko/Emxlt
Numh Lmivn] M”mhtm]'mj
Numbl NumblmiWme/p| b |miwmz
(implica: 12952/5vPas * 129X1/5v] * CD-1)
Eni EnitmaeniiliyEn q tmdent Al
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv])
EntpdS tmiRre EBIDQEhTﬂRE :
{implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/6])
pr4‘1|2 Eﬂbﬂ l 1ZG‘t{hLDEE2:IW|3ifEED4.I !;th{ALEISSﬂWLIH
{implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6)
esgdl2d esqdl2d/esgdl2d
(implica: C3HeB/Fel] * C57BL/6)
Espll Espl1™mFz/Espl1*
Meox2 Mepx2tniicrelSor/Magx 2+ .
(implica: 12954/5vJaeSor * 12957/SvEvBrd)
ESI"]. Esritml.lGum‘fEsrluﬂl.LGust
(B6.129X1-Esr1tm!.16ust)
Esrl Esri it Es il
Esr-;l_ Es'rztmlﬂmajesrztm 1Mma
{implica: 129S2/SvPas * C57BL/6 * SIL)
Esrl EgrlmiKsk/Fg g miksk
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6])
Esrl Egr]tmiKsk/Egp miksk
(implica: 125P2/0laHsd)
Esri Egr1tmiksk/Egpymiksk
Esr2 Egr2tmiunc/Egpgtmiline
(implica:  129P2/0laHsd)
Esr2 Esr2tmi.2Fcn/ Egp2tml. 2k
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6 * SIL)
Etl4 £t 45151 SN602960s / 1|4 GHBLSN 602960
Etn2 Etn2%3/Etn2*

(mplica  129/Sv * 12952/SvPas * C57BL/6 * NMRI)
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EtV4 qu_WLHa-ss’rEtv‘prniHasb
(mplica:  12554/Svlae * BALB/c)
Etvs Etfﬁtmlkrnm fEbEEllemm o
[implica: 12956/5SvEvTac)
Evx2 Evx2/Hoxd13"™Pdu/Evx2/Hoxd 1 3tm1bdu
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6)
Evx2 nlldu E!Qszt'tlgldlaunlbdu
(implica: 12952/SvPas * C57BL/6)
Evx2 Evx2tm1bduy By 9tm1Ddu
(implica:  12952/SvPas * C57BL/61)
Ewsrl tmilShles E!!E[] tmiShies
(implica:  12956/SvEvTac * Black Swiss_)
Exol ExglimiWedsEyn]tmiWed
(implica: 129/Sv * C57BL/6] * SIL)
Eya4 Atm1lse tmilse
(implica: 12956/SvEvTac * CBA/])
Fadsz FadsztmlMtna’,lFadgzh'nlMtna
(implica: 12956/SvEvTac * CS57BL/6])
Fads2 Fads2tmiWet/Fadsatmiwst
{implica: 129P2/0laHsd)
(implica: 12951/5v * 129%1/Sv] * C57BL/6])
Fancl Fanclosd/Fanel9<
(implica:  CS57BL/6] * CBA/])
Fancl Fancl9%9/Fang|miced
(implica:  129/Sv * C57BL/6 * FVB/N)
Fancl Fancltmlceh“l']:ancimlceh
(bien:  (implica: 12957/SvEvBrd) o (implica: 12957/SvEvBrd *
FVB/N))
Fgfr3 Fafr3mi/Fgfr3mi:
{CByl.Cg-Fgfr3™/Grsrl)
Fofr3 Fafr3tms1c«/Fgfr3s ;
: (implica:  12956/5SvEvTac)
Fkbp4 Fkbp4tmibuds/Fl hpdgtmiDuds
(implica: 129X1/Sv] * C57BL/6)
Fkbp4 Fkbp4tmibudsFlchpqtmibvis
(bien:  (implica: CD-1) o (implica: 129X1/Sv] * C57BL/6))
Fkbp6 FkbpB™! Par/FicbpétmtPar ;
(implica: 129P2/0OlaHsd * CE7BL/6)
Fmnl Fmni'e3/Fmn1ldé-3] :
(NOD.Cg Prkdc®@8/1-Fmn1'"-3/Grsrl)
Fndc3a Frnde3aSHRRP208IBYD fFid e 3a5%5
(implica:  129P2/0laHsd * C3H * C57BL/6 * FVB/N)
Fndc3a Fndc3a®5/Fndc3ass

(implica: C3H * FVB/N)
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Fndc3a Fndc3a®s/Fndc3a®r
{B6.Cg-Fndc3a®s)
(implica: 12951/5v *= 129X1/5v])
Foxp3 Foxp3s/y
(implica: STOCK MR)
Foxp3 Foxp3m2rhry
{implica: CTS57BL/E)
Fus Fystm1(DDITI)Dron f | gtm1(DDIT3)Dron
(implica: 12956/SvEvTac * CD-1)
Fzd4 Fzd4tmilat/ E-dqtmitiat
(implica: 12951/5v * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Gal3stl Gal3st1tmithe/Ga| 31 mikhe
(implica: 129P2/0laHsd)
Galnt3 Galnt3tmiMec/Ga nt 3tm! Mec
(implica: 1295/SvEv * CS?_EL;’E])
Gamt Gamttml!sh',r&mttmlish
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv])
Gapdhs GapdhstmiPas/Gapdhstmibae
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6N)
Gatm Eatmtml.llsb;gasmtmi.lkb
{B6.129-Gatmm!.11sb}
Gdf7  GAf7umikng/GAf7imikng
(implica: 12951/5v * 129X1/Sv] * C57BL/6])
thl ggu tmi Zuk,'ggn ol 2k
(implica: 129S7/SvEvBrd * CE7BL/6])
Gja]_ Giallewi!tGialume
Plekhas PlakhaSTeitMH-creltFlor/f '
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6 * SIL)
Gial Gia 1tm2(EBLKw /5ig 1 m2{Gh1)Kwi
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
Gjal Gial tma(Easikwi /Gial tm3iGjasKwi
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
Gjal Gialtm7iEa2)kw 1G5 1 tm7(Gja2 [Kwi
{implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6 * SIL)
 Gli2 Gligm3uevAl/Gli2s :
Gli3 GH3*Y/Gli3t
(bien: (implica: 129S6/SvEvTac * C3H/Hel) o (implica:
12956/SvEvTac * Black Swiss * C3H/Hel))
Glral Glralsrd/Glra1sre
(B6C3Fe a/a-Glral®d/]})
Gnpat Gnpatmiet/ Gnpattmilust
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Gnrhr GﬂrrLrGt{ESInﬁ}thdfGﬂrhrGtt131M}thd
(implica: 129S51/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6])
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Golga3

Golga 3T{0sMaNT)TE0aK e fﬁo_lqi 37O OBMGNMTITE04K e

{implica:

C3H * C57BL/6)

Gopc

Gopcmi-tTne/Gopetml 1Tro

(implica:

12954/5viae * C57BL/6)

Gpx4

prq_hniﬂarcfepxq_hnﬂ\hn:

{implica:

125P2/0laHsd)

Grid2

Grid2-5Y/Grig2he-=?
(C57BLKS/])

Grid2

Gridzhv"ﬂtlrl’leridzhﬂ'Bﬂr

(C57BL/6]1-Grid2h=Bdr)

Grid2

Grid2he-cer/Grid 2ho-cer

(implica:

Grid2

C57BL/10] * DBA/Z])

Grid2m/Grid2he
{C57BLKS/)

Grm1l

crvd

(BALB/cPas-Grm1iv4)

Gisf1tmIMe/Gisrpmitiva

(implica:

129P2/OlaHsd * C57BL/6)

rps

E. l!shrnps,f

bl"ﬁDS

mps

(B6.C-H2-KPm1/ByBir-Gusbmrs/1)

Hlfntt""l"‘*’"i,lefnt'“"l‘m“i

(implica:

12951/5v * C57BL/6)

H3f3btm!.lPsk‘pH3f3bun1.IP5k

(implica:

C57BL/BN = FVB/N)

H3f3bM 2/ H3F3b+

(implica:

12951/5v * 12951/5vIm] * 12954/SvlaeSor)

Hdlk/Hdlk

hemb/hemé

(implica:

129P2/OlaHsd * 12956/5vEvTac * C57BL/6)

Herc2!/Herc2’

(BALB/c]-Herc2’)

| HercaWP-1R/Hepc gdR-1R -

(No Especificado)

Herg2idf- 2R/ Hepg 2idR-2R

(Mo Especificado)

Herc2

Herc2il2-38/HarciiR2-38
(No Especificado)

Herc2

Herc2i 28R/ Herc gier BR

(No Especificado)

Hfe2

mzml%r;ufgztm 1Arkr

(implica:

12954 * 129%1/Sv1)
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Hfmil Hfmni st D‘:TI'H?‘MI}L&:-:',erm 1G‘L{0§T34?241}Lex
(implica: 129S5/SvEvBrd * C57BL/6 * SIL)
Hipi Hip1tm2. 1Tsr/ Hip 12 1Tsr
(implica:  129X1/Sv]}
Histihl Histlhia®™io=b/Higt1h]gtmibeb
Smcp Emgﬂtml‘i\rEnf'sE;QhﬂlWEn
Tnpz ]:nu EtmiWEﬂrTnpzi-
(implica: 129 = C57BL/6])
Histihil H'SZJI]!E““mﬁb"HiE!!tl'la”“w'“"
Smep SmcpmiWen/Spyycpm!Wen
¥ Tnpz Tr‘ﬂzlmIWEnllanpzh'nIWEn
{implica: 129 * C57BL/6])
Hist1hl Histlh1fmiPret/Histl himitst
Smcp SmCDLIHIWEHISmCDWIWEH
Thp2 Tnp2imiWen/Tnp2*
(implica: 129 * C57BL/8])
Histihl Hist1h1{tmIPrak/Hist] hittmibeat
Tnp2 Tnp2tmliten 7o p2tmiten
(implica: 129 = C57BL/6])
Hmgal Hmagaitmicha/Hmgal+*
{gquimera implica:  12951/Sv * C57BL/6])
Hmga2 Hmaa2Fy/Hmaa 2/ :
(implica:  A/St * C57BL * MacArthur's small stock)
Hmga2 Hmga2tm!cha/Hmga2tmicha
(implica:  12957/SvEvBrd)
Hormad1 Hormad1®m!- 2408 Hormad 1! 2Atet
(implica: 129/Sv * BALB/c * C57BL/B * S1L)
Hormad1 Hormad1 4ot/ Hormad ] fmiAtt
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6]0laHsd)
Hormad1 rad1tmiRai/Ho rmad 1 mikaik
(implica:  125S7/SvEvBrd * C57BL/6)
Hormad2 Hormad2'™! 24t/ Hormad2'm! 2Atot
(implica:  12851/5v = 129X1/5v] * BALB/c * C57BL/6 * 5IL)
Hormad?2 il Abot Hgtmgg;ztmlhbut :
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6]0laHsd)
Hormad2 Hormad2™!¥ura/Hormad2tmikues
{bien: BB&.Cg-Hormad2'™ikurs o (implica: C57BL/6] * CS57BL/6NCrlj *
CBA/INCrI))
HoxalD HoxalQ'milec/Hoxal Qo ilee :
{bien: (implica: 129S2/SvPas) o (implica: 129S2/SvPas *
C57BL/6))
Hoxalﬂ HgﬁalDtmlﬂ”l'ﬁ"fHDxalD‘hﬂIRﬂm

{(bien: (implica: 12954/Svlae) o (implica: 12954/Sv]ae *
C57BL/6))
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Hoxall Hoxal1'i0mwe/Hoxallt
Hoxcll Hoxcl1'mIMrt/iHnyc1lt

Hoxdl1 Hoxd1 1Mt/ Hoxd11* :
(implica: 12951/Sv * 12957/SvEvBrd * 129X1/Sv] = C57BL/6)

Hoxall Hoxal1mibmwe/Hawa 1 1tmibmwe
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)

Hoxall Hoxall'miM/Hoxall+
Hoxcll Hoxcl1tmIMe/Haxe11*
Hoxdll Hoxd1 1o/ Hoxd11*
{implica: 12957/SvEvBrd)

Hoxall Hoxall™Mm/Hoxall*
Hoxcll Hoxcl 1tmiMe/Hoxe11*
Hoxdll Hoxdl 1™ iMre/Hayd] g imiMe
[|mp||ca 1295?{5vaErd]
Hoxall ngil'm“‘“!Hoxan*
Haxcll Hiow EmiMre, HQ!;! Il:mll'*lt

Hoxd11 Hoxdl 1"iMe/Hoxd 11+
; {implica: 12957/SvEvBrd)

Hoxall HOEQJ ;tmiMrr_';H tniMrc
Hoxcll Hoxcl 1M /Hoxcll™

Hoxdll Hoxd11™Me/Hoxd 11+
(implica: 12957/SvEvErd)

Hoxall Hoxal 1tmiMe/Hoyal ] miMre
Hoxd11 Hioxd1 1m2-1{Hoxd I Mre f 5y 1 { tm2. 1 (Hoxd 1M
{implica: BALB/cl)
Hoxall Hoxall"™!Ssp/Hoxg 11 missp
(implica:  12952/SvPas * CF1)
Hoxal3 Hoxal3"“/Hoxal3M
(B6C3Fe-afa Hoxal3H Mcoln3va ',-’J)
Hoxd4 Hoxd4tmiBhe/Hoxd4tmiBhar
Rarg Ra I'Cl_lmﬂpcfﬂﬂrﬂtm”’pc
(implica:  12952/SvPas * 12957/SvEvBrd * CD-1)
Hoxd9 HoxdgimiEmca/Heyy dgtmiEmea

Hoxd10 Hoxd1 Qimiemes /Hoyd ] QtmiEmea
(implica: 12557/SvEvBrd * C57BL/6)

Hoxd11 Hoxdl 1tmilec/Hoxd1 1 milpe

{bien:  (implica: 129/Sv * 12952/SvPas) o (implica: 129S52/SvPas *
C57BL/B))
Hoxd13 Hoxd13Pv</Hoxd 132

(BALB/c-Hoxd13%v)

Hoxdl3 Hoxd1 359ch/Ha w1 35pdh
{BBC3Fe a/a-Hoxd13sr9/1)

Hoxdl3 Hoxd1 3mibeu/Hawd 3tmibdu
(bien: (implica: 12952/SvPas * 129/Sv) o (implica: 12952/SvPas *
C57BL/B)) :

Hsd17b4 Hsd17b4umibees/gd 1 7hgtmibaes
(implica:  12951/Sv * 129%1/5v])
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Hsfl HﬁitrnIMIquHsfltmlMiv
H5f2 HsfztrnIMiuszfztmlMiv
(implica:  12952/5vPas * 129X1/5v] * C57BL/E)
Hsp90aal Hsp90aa 1&(51?-2(’;1)50.«;55;!2&3 al GHS17-26G1350r
(implica: 12954/Sv]aeSor)
Hsp9Qaal Hsp90aa 1 SH¥E4Bvaf HenO () a 1 SHXEHBYg
(implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6)
Hsp9Daal Ta(Tyr}230680ve fl4e g Jag 1 To(Tyr)239580ve
(FVB/N-Hsp90aa1 Te(Tyr2sem0ve)
Hsp90aal Hsp90aadtmt-tiden/Hengagd tmi.-1don
(implica: CS57BL/E * FVB)
HspaZ tm 1D HsnaztmlDix
{bien: 129S5/SvEv ¢ ' C57BL/E)
H5pa4 Hsnad_tlﬂllmadf‘HSDaq_leﬂmﬂ
(implica:  129S1/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/B)
Hstxl bl -
(implica: C57BL/6] * PWD/Fh)
Htt HtttmiHay /4 tmiHay
668Hay 6 0
(implica:  FVB/N)
Htt Htthanay‘,thttm‘lHay
2511Hay TalYAC72)2511Hay/0
(implica: FVB/N)
 Hydin Hydinhy3/Hydinhy3
(implica: CBA) -
Immpzl Immp2|Te(Tvris780ve) T mmp 21 Tel TyreTs0ve
(FVB/N-Immp2|[Te(Tyrig750ve)
Ing:.l Inq:._'T.l‘nl ltma”nﬁgtml 1Ccha
(implica: 129;‘5\# * CE?BIJEJ * FVB{N)
Ing2 Inqztl'l'll ]Cr_ha“nqzum 1Cdla-
Trp53 Trp53imie Trp53tmitd
(implica: 129/Sv * 1295?{SvaBrd * C57BL/6] * FVB/N)
Inha Inhatmitay/[nhgtmibay
(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6)
Inpp5Sb Inpp5SbmikEmy/ TnppSH I Nbm
(bien: {implica: 12956/SvEvTac * CS?EL,!'G} o (|mp||ca:
1 12956/SvEvTac ® NIH Black Swiss)) :
Inpp5Sh InppSbmiNem,/ T npph !Nk
(12956/SvEvTac)
InppSh Innn5btﬂ.2.1me-‘fInDD5bt‘lﬂz.1th
(implica:  12956/SvEvTac * FVB/N)
Insl3 Ing|3tmilmad /[ ryg|3tmilmad
[|mp||r:a 129{5'« * CD 1]
1nsi3 Insl3‘-‘m"‘a’." InsIB“““a"

(implica: 129/Sv * CD-1)
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1n$|5 Ingtstmllm'dd’lfInsfsh‘nilhiad
(129(B6)-InsiGtmilmad)
Inslé Inslﬁtrnllinad.rluslﬁmllmad
G (implica: 12951/Swv * 129X1/5v] * C57BL/B] * CD-1)
Ipekl Ip6ktmi-15nyd /fn B 1 bmi.- 15nyd
(implica:  129%1/Sv] * BALB/c * C57BL/6)
: (implica: 12952/SvPas * C57BL/6)
Jam3 jam3!m1.2f:ha\tflam3hnl.26_hav
(implica: 129 = C57BL/6)
lam3 tm1.2Chav /5 m 3tm1.2Chaw
(B6.129-Jam3tm1 . 2Chavy
Jam3 Jamalmlkha’p“jamBEmtha
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
lam3 Jam3tmikhasjgm3mikha
1Maal Ta(Tek-Jam3)iMaal/? -
(implica: 129P2/0OlaHsd * C57BL/6 * C57BL/6) * CBA)
Jund lund A QURdiRETe Sl e S
(bien:  12952/SvPas o (implica: 12952/5vPas = C57BL/6))
Katnall Katnall™™/KatnalltH
(implica: C3H/HeH * C57BL/6])
Katnbil Katnb1®lv/Katnbity
(implica: C57BL/6 * CBA)
Kenjb Kenis"/Kenjs®
(implica: C57BL/6])
Kenj6 Kcnis™v/Kcnis
(implica:  C57BL/6 * CBA/CaGnLe)
Kenul Kenu1m-20infideq 4 tmi.2CHn
(B6.Cg-Kenutmi.2cing
Kenul Kenuitmicmsa/i enplimitmes
(Mo Especificado)
Kdm3a Kdm3gSurHALES Bye /K d 3 g Gt YHALEE Byg
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
Kdm3a Kdm3atm i/ Kdm3atmiu
(implica:  12956/SvEvTac * C57BL/6)
Khdrbsi Khdrbs1tmiRchd Kb rhg ] tmiRchd
(implica: 12951/Swv * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Kissl Kiss1miRlka/K s Mikia

(implica:  12951/SvImi)

Kisslr Kigglrtmi-llex/i(igg] ptmt tlex
(implica:  12954/5v]ae)

Kisslr Kiss1rimissin/(jge 1 prmiGstn
(implica:  129P2/OlaHsd)

Kissir Kissirtmiria/Kisg] piminls

(implica:  12951/SvIml)
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Kit

KmﬂhdasowS‘,r KichdaﬁowS
(C3HeB/Fe]-KitMhcasow3y

Kit

Kitssm/Kit+
(implica: C57BL/10 * No endogamico)

Kit

Kith‘nl_lﬂsm’t!(ittml.iﬁsm
(implica: 129S1/Sv * BALB/c * C57BL/6] * FVB/N)

Kit

K‘tmprn‘ﬁi;ﬂnIB\ur
(bien: {implica: 129/5v} o (implica: 129/Sv * C57BL/6))

Kit

'I{-rtunmmr‘,:Kitu-nmnlr
(bien: (implica: 129/Sv * C57BL/6 * DBA/2) 0o (implica: 12951))

Kit

E‘IIW-‘lﬂaofKit-}
{C57BL/BI-KitW-1Bae)

Kit

KEW=390 7 a4
(implica: C3H/Hel * C57BL/6])

Kit

L4417 | £-44)
(B6.C3-Kit"+4)

Kit

Ki;W-SS] I,‘Kl tW-SSJ
(C57BL/6))

Kit

el A e
(C57BL-Kit"-=)

Kit

K';W-perlt+
(implica: STOCK Propl9 MyoSa® Bmp5)

Kit

Ki;W-\{Jﬁ'F ,zw v
{implicar STOCK Prop1#f HynSad Brmp5=)

Kit

| (C57BL/6]-KitWads)

KI!Waas ,fw;‘ﬂads

Kit

Ki;[*‘:ﬂ—f?‘i‘eri;iSI-l?H
(C3H/HeH-Kitis-17H)

Kitl

KitIS-m/Kit[stm
(C57BL/8)

Kihl10

Klhi1gtmiZuk/iKih| 10+
[qmmera |mpl|ca 1295?!SvaEird * CS?BUEJ]

Kmtle

Kmg2eint 1Hit/ Kmtze“'" 1Hr
(B6.129P2-KmtetmL1Hin)

Kmtie

Kmt2etm 4/ Kmp2etmites
(12956/SvEvVTac-Kmt2atmiar)

Llcam

(bien: IEQS?ISvaErd Licamim!iser o (12957/SvEvBrd * CS?BUEJ]FI}

Large

LargesnrT gfhfpbﬂgg}3SPbpraquemf:-{MthegBGPup
(implica: C57BL/6] * DBA/2])

Large

Largemvd-31/1 srgemyd-31
(STOCK Large™<31/Grsrl)

Lbr

LerthESS‘BJvaLerIEXESBJBm
(implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6Cr)
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Ldhc . Lahe™1Buy| dhetmit
(implica:  12956/SvEvTac * C57BL/6N)

LED 1 gnﬂb.f! ggo\h
(implica:  129X1/Sv] * C57BL/6)

LEP Legnb,fLEEuh

: (implica: V)

Lep Lep®%/Lep®

Npy2r Npy 2rtmi-tHnz/p py Jrimi. 1Hhz
(implica:  125X1/Sv] * C57BL/6)

Lepr Lepret NESUY| e prdb-hCsU
(implica: CD-1}) _

I.epr ] gEE-Pas;l gEEb-Pas
(DW/Pas)

(EG.lZQ_l-Lepr““‘“')

LEpr o2yl Eggﬁmmu
(B6.129-Leprim21i)

Lfng Lfngtmho/Lfngmite S - ;
(bien: (implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6]) o (implica:
12957/SvEvBrd * C57BL/6] * FVB/N))

Lfng Lfngt™iRio/| fngtmirie
Ta(lLfng-LFNG)1Dihz/0
(implica: 12957/SvEvBrd * CE7BL/6]1 * CBA)

Lfng Ling'miRiof| fngtmiRie

2Dihz Ta(Lfng-LFNG}2Dihz/?

(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6] * CBA)
|_gr4 Lﬂr4€§b{pﬁwpfs}1'n'.l'ﬁ‘,qurq_Gr{pGTDTMpfﬁ-}le
{implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6 * CD-1)

; Lgr4 LardGtpL-2131kymm /| q 4 Gt{pl-21) 1Kymm
(CBA.CQ-Lgr‘;Gt{pU-H}II(ymm)

th thi'ml!rnrll,‘th{lemr
(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/61)

Lhegr Lhcar=icer/| hegrimiyr ;

(bien:  129X1/Sv]-Lhcgr™i®r o (implica: 129X1/Sv] * C57BL/E))

Lhegr Lhcgrimttint/L hegptmitht
(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6])

Lhx9 Lhpgtmilmacy| hygtmilmed

: (implica:  12951/5v = 129X1/5v] * C57BL/6)

Lipe “ngtmﬂ:ﬂm;‘ 'Egtmleam
(implica:  12954/Svlae)

Lipe | ingnml]shl.r! |n£ﬂshi
(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6)

Lipe L}DehnlundflenemlLanﬂ
(implica: 129 = C57BL/6G])

Lmtk2 tmiTya | mIL(ztmle

(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6)
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Lmxla Lmxlad 5/ mxia®-t
(C3H/Hel)
Lnp LopYlnp* =
(implica:  101/H * C3H/Hel)
Lhp LapY/Lnp*
(implica:  101/H * C3H/Hel * CS7BL/6])
Lpinl l E!‘D] fd-23 E'ﬂ]ﬂﬁ-zl
(C3H/Hel-LpinifE21/1y
Lpinl Lpinl®™/Lpinlfd
(BALB/cByI-Lpini™)
(implica: 12956/SvEvTac)
|_$r LSrtm].Mdar!fLSrhnll'-'idar
(bien: :(implica: 129P2/OlaHsd) o (implica: 129P2/OlaHsd *
C57BL/6) o (implica: 129P2/OlaHsd * MF1)) :
Miap M1apGHRROZE0IE 1M 1 5 oGk RROZS01Bv
{implica: 129P2/0OlaHsd)
Mab21li1 Mab21l1tmiNaoiMapk2 1|1 tmikao
(implica: CE7BL/8)
Mad2|2 Mad2|2tmiimue/ Mad2[amttmu
(implica: 129 = C57BL/61)
Mael MaeltmiBort/ Mg pjim1Bart
(B6.12954-MagltmiBort)
Man2a2 ManZa2tmiMh /a6 2 2 mIMu
(implica:  129S1/Sv * 129X1/5v])
Map3k4 Map3kgtmiE/Map3kdtmiG
{implica:  12956/SvEvTac * C57BL/6)
Ma p? MED?G“RQSHBMW]IEUT‘IMEDﬁmBWW} iSor
| {(bien: | 12954/Sv]aeSor-Map7EtiROSABetageo)1Sar 5 (implica:
129S4/SvlaeSor * C57BL/B1))
Map7 ?mshi Magzﬁ'ﬁm
(BALB/cBy)
Mapk8ip2 ip2tmiRid /Ma pkgip 2tmifid
(implica:  129X1/Sv] * C57BL/B)
Mcmg Mem@tmi-1Geno/mMemgim!. 1eeno
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6])
Mcphi MCDh lhnl.Zl(aiJ,‘McnhitmLEKai
(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6]1)
Mdci Md g1 GHOST441263 Les f M o ] GUOST441263)Lex
(implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/6)
MECIJE Mecpztml.l\fnarfmecpzh'nl.i\ul'nar
{BBN.129-Mecp2tmiiVmer)y
Mecp2 Megp2 mivnarsy

(implica: 12951/5v * 129X1/Sv] * C57BL/GNCrl})
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(implica: 129/Sv * C57BL/6 = SIL)

- Meil MeilMbes/Maj]mides
{implica:  12551/Sv * C57BL/61)
Meigl Meig1tmi-22zha/Meig 1 tm1.22z0a
(No Especificado)
Meigl Meigltmishel/Meajgltmishel
(implica:  12951/Sv * 129X1/5v] * BALB/c)
Mgat2 Mgat2tm12m/Mgattmi dxm
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * ICR)
Mhstqi Mhstq lb‘F. maoedunlus',‘MhStq lM. macedonius
(implica: CS57BL/8] * M. macedonius)
Mhstq2 M. macedonius Mhstg 2. mecedanivs
(implica: C57BL/6] * M, macedonius)
Mirg-3 Mirg-3tmisiafMirg- 3tmise
(implica: C57BL/6 * CBA)
Mitf HCr Mitfili-cre
{CBA/CaCrc)
Mitf M pfmi-enuS g jpfri-enus
(implica: 102 = C3H/El)
Mitf | Efmi Mhdaboe? g jfm-Hhdabec2
(C3HeB/Fel)
Mkks Mkksmives/ Mk gmives
{bien: (implica: 12951/Sw * 129X1/Sv]) o (implica: 129S1/Sv =
129X1/5v] * C57BL/61))
Mihi Mlh tmibisk i | 1 bmiLisk
(implica: 12957/SvEvEBrd)
- Mih1 MIhg tmikak/pih 1 fmifak
(implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6)
Mihl Mlh1tmtWed/p|h tmiwed
{implica: 129/Sv * C57BL/6] * SIL)
Mih3 MIh3miteka /Mih3tmilokn
(implica: 1295/SvEv)
MlTPEll MmgutﬁlLﬂg#mmgntmlwg
{implica: 1295/SvEv * MF1)
Mns1 Mns1tmilv/Mngtmiv
{implica: 12954/SvJae * C57BL/6)
Morcl | MorciTelviltyMorc1ToTyrite
(FVB/N) :
Mov10il Mov 10| 1tmi 2Ene/pmay] | 1tm!-2Eno
{implica: 1295/SvEv * C57BL/6)
Mov10il Mov10[1tm1.20% /Moy 1 gl 1. 20w
: (implica:  12954/5v]ae * C57BL/6 * FVB/N)
Mpz MpztT/ M pzttr
(B6.Cg-Mpzt/Grsrl)
Msh4 Mshqtmied/pMghqtmled
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Msh4 Msh4miWedjpghgtmied
M5h5 MshSLrniﬁak'fMShStrniRak
(implica: 129/5v * C57BL/6 * SIL)
Msh5 : U IHLE /g o Stk
(implica:  129P2/0laHsd * FVB)
MshS Mshgtmlﬁak'fﬂihEtmmak
(implica:  129/5v * C57BL/6] * SIL)
~ Mybl1 Myl 176759/ Mybl1reproS
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])
Mybll Myhbil1m=r9/ Myb[1 tmiEer
{implica: C3HeB/Fel * C57BL/B])
Mybi1 Mybl 1miEpr/ Myl 1 mieer '
(No Especificado)
Myo7a Myg7ashi-61/ Myg7ashl 61
(implica: C57BLKS/])
Nanc_sz tmivsa E aﬂgﬁzﬂ’ﬂl‘f’sa
(implica:  12951/Sv * 129X1/5v] * ICR)
Nanos3 | Nanos3™is/Nanos3t™™
(implica: 12951/Sv * 129X1/5v] * ICR)
Nekl Nel1ket-2/ gl kat-2d
{C57BL/B1-Nek1k=t2/7)
Nekl Nekikat/Nek]ks :
(implica: C3HeB/FelLe * RBF/Dn)
Neurlla Neurllatmit==/Neyriigmites
{implica: 12956/SvEvTac)
Nfia NfigtmiRma /) figmiRmg
(implica: 129P2/0laHsd * Black Swiss)
Mhih2 Nhih2tmilrk/N bk 2emiirk
(implica:  12954/Sv]ae * C57BL/6)
Mos1 Nos1tm2rh /N gg ] tm2Pin
' (No Especificado)
Notch3 Notch3mek/Notch3nebk
(C57BL/6]-Notch3hetk/Grsrl)
Npecl Npclmik/Npclmik
{implica: BALB/c)
Npepps MNpeppsieki/Npeppssoky
(implica:  129P2/0laHsd * BALB/cA)
Nphpl Nphpl i tHunginj php i mi-fHung
; (B6.Cg-Nphpltm:iHungy
Nphp4 Nphp4nmiiaZ/ Nphpgnmris?
(implica: CS57BL/81)
NrOb1 NrQb1omtthayy
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv])
NI'SE]. Nrsait!‘nl.!HBirlJfNr-5altm1.1Hain

(No Especificado)
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Nr5al Nr5al1tn2kie/nr5g1tm2 1K
3Sac Ta(Caa-cre)3Sac/0
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6] * SIL)
Nsunz Nsun2Gﬂl}m-bllerst;Nsunzﬁt{DDldbli}Wrst
{implica: 12952/SwvPas * C57BL/6] * CBA)
NSUn;?. NSun2tmia{EU-CC}MM}W|3istun2tmlaiE‘IJCDHHjW‘IEi.
(implica: CS7BL/6N)
Nup210l Nup2 10ITolGHROSA}2650r-EGFPY 1306 10Eps /1| | 2 1 (| TalGHROSA)26 S0r-EGFP}1 309 10Eps
(FVB/NTac-Nup2 1 0|THEUROSAIZ650r-EGFR)130910Eps / Mmimih )
Nxf2 Nxr2tmi-2wfy S
(implica:  12951/5v * 12954/5vlae * 129X1/5v] * C57BL/6)
Nxfz tn 1. 20w Y
(B6.Cg-Nxf2tml2imy
WNxphl Nxph1tmiSud/ Ny phitmisud
(12956/SvEVTac)
Uaz3 Oﬂzsﬁ‘anlaH‘,’Qaz—SlHﬂHﬁﬁ
{implica: 12951/Sv * C57BL/6)
Ocaz Lo P A€ o P e o
(implica:  101/H * C3H/HeH)
Oca2 Oca2r-120TR) (Yeg 2F-120TR
(implica:  101/RI * C3H/RI)
Oca2 Dcazﬂ-“ﬂﬁ‘p’ocazp—lﬂﬁ :
(implica  101/RI * C3H/RI)
Ocal Ocalr5/0calrs
(Mo Especificado)
Ocin Oclntmists/Qejntmists
{implica: 12954/5v]ae * C57BL/6)
Ocln Oclntmests/Oelntmests :
(implica: 12954/5v]ae * C57BL/6)
Odf1 Odf1tmiShf/OFy tmishf
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6])
Qdf2 OdFRGHXLIBNIBYS /O df2+
(implica: 125P2/0laHsd * C57BL/6)
Qdf2 Odfatmt-2ssts/0dfat
(implica: C57BL/6 * C57BL/6])
P2rx1 P2rx1tmithn/pa rygtmithn
(implica: 129P2/0laHsd * MF1)
Pafahlbl Pafahib1FURESEstEceo} ithal Pafah 1 b1 SHIRESRstadeojiiha
(implica:  129/Sv * NMRI)
Pafahlb2 Pafah1b2Gtbetagea)Clz (bafah 1 b 2ClBetagealiCla
{implica: 12956/SvEvTac)
Pafahlb2 Pafah1b25tPstageoliCiafpafah] hoStBstage0)ICl
Pafah1b3 Pafahib3'miCla/Pafahlb3tmicla

(implica:  12956/5SvEvTac)
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Pafahlb2 Pafah1b2'miAeipafanl baimisra

Pafahib3 Pafahlb3tmiAei/pafahlh3tmitai
(implica: 129X1/5v] * C57BL/6GN)

Paip2 Ea'nzwl.zm;Eainzwl.zﬂso
(BB.129-Pajp2im!.2tso)
Paipz Pa|thm1.2”50lpainztml.2N50
Paip2b Paip2btml-2Nso/pgjp2ptm! 2Nse
(BB.129-Palp2btmi.2ise pajp2tmi.2hso)
Pank2 Pankatmt: 15ua/pg plegml-15uia
(implica: 1295/SvEv * C57BL/6] * FVB/N)
Pank2 Pank2tmilatipanjcatmige
(implica: 129X1/5v] * C57BL/6))
PEIDO”J pammuﬂlTbﬂ(Eanmhu‘anm
(implica: 12952/5vPas * C57BL/6)
Patzl Patzl‘m‘m‘fpatzlt’”“’““‘
(No Especificado)
Pax8 Pax8tmifgr/paxgtmifor :

: (bien:  (implica: 129S1/Sv * 129X1/Sv]) o (mplica: 129S1/Sv =
129¥1/5v] * C57BL/6)) o GIEE i e
pggfratmlﬂor,‘pdgfrai-

Pdgfra Plekha 1 GHROSAIE2S0r/ Bl ha  GHROSAIE2 Sor
Plekhal (bien: (implica: 12954/Svl]aeSor) o (implica: 12954/Sv]aeSor =
C57BL/6))

Pdafra fmizor/Pdgfra*

Sgpli GROSR) 7850r /5 g | { GHROSH) 785or
(bien:  (implica: 12954/SvlaeSor) o (implica: 12954/SvlaeSor *
C57BL/6)) ;

Pdgfrb Pdafrb™! 5/ Pdgfrb*

Plekhal PBlekha1 GHROSAIE2S0r/ Balchg 1 SHAOSAIE2S0r
(bien:  (implica: 12954/Svl]aeSor * 12957/SvEvBrd) o (implica:
12954/SvlaeSor * 12957/SvEvBrd * C57BL/6))

Pdgfrb Pdgfrb'miser/pdgfrbt
(bien: (implica: 12954/Sv]aeSor * 12957/SvEvBrd) o (implica:
12954/SvlaeSor * 12957/SvEvBrd * C57BL/6))
Pdilt Pdilttmiostfpdj|ttmicsb
(implica: 12952/SvPas)
- Pex5 | PexBimiPec/paygtmtfec
Plekhas PlelkhaSTatAMH-creliflor/
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv])
PfdnS Pfdn5rmfsa/pfd nsnmfsa
{C57BL/6-Pfdn5nmfse)
Pgk2 Pak2nniiae/paice tnibac -
(implica:  12956/SvEvTac * C57BL/ENCr)
Pgm 3 Pq m35tfwﬁ37m3)vfﬁ«tqu m3 mildl
(implica:  12951/Sv * C57BL/6)
Pgm3m'el/pPgm3me!

Pgm3

(C57BL/6-Pgm3midt)
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Pid4k2a Pidk 2 aCHARDDS 4 WIS F D4 g CLARDOS4)WSI
(implica: 129P2/0laHsd * BALB/c)

Pickl Piclimiabiay pick ] tmifin
: (implica:  129S51/Sv * 129X1/Sv])

Pifo Pifgtmt. 1Hell/pifg+
{quimera implica: ~ 12956/SvEvTac * C57BL/61)

Pip5kia PipSkigtmt 1Tea/pipGic{ gtmi.1Tba
Pip5klb PipSk1 ptmiTssk/pip5icq pmiTssk
(implica: 129P2/0OlaHsd}

Piwill Piwif1tm1-1Embre /Biyyj| 1+
(implica:  12954/5v]aeSor * C57BL/6)

Piwill Piwil1tm1-1Embrp/ Piyyj| | b 2Embrp
{implica:  12954/Sv]aeSor * BALB/c] * CE7BL/B)

Piwil1 Piwyi[ 1tm1-2Embri/piyyj| § tmt. 2Embrp
(implica: 129S4/Sv]aeSor * BALB/c) * C57BL/6)

Piwill EI'|![!'IJ i Hn ;'El'qﬂr"] tndHn

{implica:  129S51/Sv * 129%1/5v] * C57BL/B])

Piwil2 Piwyil 2tm1.10oca/Pjyyj| 2tml 1Doca
(implica: 129P2/0laHsd * 12954/Sv]aeSor * C57BL/61)

Piwil2 Pl 2tmiNkn fpjyyj| 2 Enilkn
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6)

Plcd4 Pled4tm1Kf/ plddtmiKs
(implica:  129X1/Sv] * C57BL/63)

PId6 PldGtm! iHsas/ Pl pimt LHsss
: (implica:  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6))

Plde P‘dstml.1Mafrfpfd5tml.IMafr
(implica: C57BL/6)

Plekhal PlekhalGHROSAIE2S0N/ P ajch g 1 SURDSANE2S0r
(bien: (implica: 12954/SvlaeSor) o (implica: 12954/SvlaeSor *
C57BL/6)) ; '

Plekha5 Plekha5TalamH-cre) 1Fieri
WLt Jae gyt tm2Vih
{implica:  129S4/Svlae * 12957/SvEvBrd * C57BL/6 * SIL)

|:||”-|2 Plin2GHOST170322]Lex ) Bl 2 GHOST1 70322) Lex
(implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/E])

Pmis2 Pmig2imiOsh/pm|g2tmi0sh
(implica: 129 * C57BL/6)

Pms2 Emaztmum;Em’Ezmlmk

| (implica-  12952/SvPas * C57BL/6)

Pms2 pmS EtmlLlskJ{Pmﬁ_ztmlLisk
(implica: 12952/SvPas)

Pomgntl Porﬂqnt1m(miﬁﬂu'ﬂ‘fpomuntiﬁ“w'79231}'—‘3"
: (implica:  129S5/SvEvErd * C57BL/6])

Pomk POITKGHOST243203)Lexf P GHOST243203) Lex
(implica:  129S5/SvEvBrd * C57BL/6])
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(implica: 129X1/Swv] * C57BL/6 * DBA/2)

Ppmild Ppmidimitadippm]gimitad
_ (implica: 12957/SvEvBrd * CS57BL/6)
Ppplcc Ppplcctmivar/ppplgetmivar
(implica:  12951/5v * 129X1/5v] * CD-1)
Prdmo Prdm@m=r?/Prdm@reem?’
: (B6;C3Fe-Prdmgr=ero?/ 1)
Prdm9 Prdm@mivmat/prgmgtmivmat
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
Prdmil4 Pramil4tmisSait/prdm ] ghmiSait
(BB.129P2-Prdmi4tmi=aity
Prkaca Prkaca™!%sm/PrkacamiGsm
(implica:  129%1/5v] * C57BL/6)
Prkaca Prkaca™2Gsm/prkacatmecsm
(implica: 125X1/5v] * C57BL/6)
Prikdc i/ Prigdcscid
qubl[ﬂllDDEjTgfbl trniDos
(implica: 129 *= C3H = CF-1)
 oPriE PHETEEB e e L
(bien: (implica: 129/Sv * 129P2/0laHsd) o (implica: 129P2/0laHsd
* C57BL/B))
Prir PrirtmiCop/prrtmiCnp
(implica:  129P2/0OlaHsd * 12952/SvPas)
Prnd Prnd'mitag/progimisag
' (implica: 125P2/0laHsd)
Prnd Prodtmibwm/prpgtmiDem
(129P2/0laHsd)
(No Especificado)
Prap Prop/Prodiifes/Prap/ Prodtmisag
(No Especificado)
PI’I’]I’J mibwm EEEE!EEDdtmlD“m
(129P2/0laHsd)
Prop Prop/ Prod 10w/ Prop/Progtmibem
(129P2/0laHsd)
Propl Propld/Propld
' 5 1 (STOCK Prop1dh)
Ptchl Ptchl™==/Pichl mes
(B&C3Fe a/a-Pichi™=)
Ptdss2 EtﬂsszaﬁkmlﬂﬁvgmeEZGt{I(SﬂM]BVQ
(implica:  129P2/OlaHsd * C57BL/6)
Pth2 Pth2tmivic/pthgtmivica
(implica- 129 * C57BL/6)
Pwrl2 Pyr| 2miSmuy pyy] ptmi Smu
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Pyri2 Pyr| 2UntVin/ pyp| pmivie
(mplica.  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Pvri3 Pyr| 3tmiLtk/ Py | Jtmivk '

(bien:  (implica: 129X1/Sv] * C57BL * DBA) o (implica: 129X1/5v]
* BALB/cA * C57BL * DBA))

Rabli2 Rabl2mot/Rah|2mot
(implica: CS7BL/6 * CBA)
Rabl2 Rapl2mey/Rah|2mat
(C57BL/B{CBA)-Rabl2met)
Rad21| Rad21ltmiAmprRad2 1 |tmiAmp

(implica: 129 = C57BL/6)

Rad23b Rad23ptmitu/pag 2 3ptmiGin
(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)

RadS51c Rad51ctmisks/Rad5]ctmi-15ks
(implica:  129/Sv * C57BL/6] * FVB/N)

Ranbpl Ranbpl'™i¥e/Ranbpltmitye
(implica:  12952/SvPas * C57BL/6)

Ranbp9 RanbpgGHRHAISEBYa/ B a nly pGEHRHADSE)Byg
(B6.129P2-RanbpgStRHADSEIEY)
Rara Rara™!pc/Rargtmilee
(implica:  12952/SvPas)
Rara Rara™Ipc/Rargtm!iec
(implica: 12952/SvPas * C57BL/6)
Rara | Rara™ec/Raratm3diec .
(implica: 129/Sv * C57BL/6 * SIL)
Rarg Rarg'm!'pc/Rarg-m!iec
(implica: 12952/SvPas)
Rarg Rarqmﬁ'”m'-fRa mtmE.l[pc
(implica:  C57BL/6 * SIL)
Rec8 Rec8tmMim/R acgtmiMm
(bien:  (implica: 12951/Sv * 129X1/Sv]) o (implica: 12951/5v *
C57BL/6))
Reln Reln’/Reln!

(Mo Especificado)

repro2 repro2/repro2
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro3 repro3/repro3
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro4 reprod/repro4
(B&;C3Fe-repro4/])

reprol0 reprolQ/reprol0
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

reprol2 reprol?/reprol?
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])
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 reprol3

reprol3freprold
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

reprold

reprold/reprold
({B6;C3Fe-reprold/])

reprolS

reprolS/reproi5
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

reprolé

reprols/reproif
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

reprol?

reproly/reprol?
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro20

repro20/repro20
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro2l

repro2i/reproZl
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro22

reprol22/repro22
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

reprod3

repro23/reprod3
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro24/reprol4
(implica CSHEBfFe] * CE?BIJGJ)

L_ep_-x_aaﬁfmuaﬁ
(implica: C3HeB/Fel * CE?BL,J’SJ]

repro27/repro2?
(implica-  C3HeB/Fe] * C57BL/6J)

repro28/repro28
(implica: C3HeB/Fel] * C57BL/6])

repro29/repro29
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/B])

repro30

repre30/repro30
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro31

repro31/repro3l
[|mp||ca C3HeB/Fel * CS?BUEJ}

repro33

r_e_p_roilfmnmﬁ
(implica: C3HeB/Fel * CE?BL,:’SJ)

repro3e

repro36/repro3t
(B6;C3Fe-repro36/1)

repro46

reprod6/repro4t
(B6;C3Fe-repro4b/])

repro47

repro47/repro4?y
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro4s

repro48/repro48 :
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/E])

repro49

[epro4d/repro4s
{implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])
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- repro50 repro50/reproS0
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro51 reprosSi/reprosSi
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro52 repro52/reproS2
(implica:  C3HeB/Fel * C57BL/6])

repro53 repro53/repro53
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/B))

repro54 repro54/repro54
(implica:  C3HeB/Fel * C57BL/6])

reproS7 repro57/repro57
(B6;C3Fe-repro57/1)

Ret Repesitvs/gaone it
(mplica:  12951/Sv * C57BL/6] * FVB.-’N)

lebp3 B'Emggatmlﬂxuﬁe'mguatmi@u
(implica:  129/Sv * ICR)

RNf8 RfBCHRRR250)BYD f f B EHRRR2E0)Byg
(implica:  129P2/OlaHsd * C57BL/6)
Rnf17 Rnfi7imilw/Rpf] 7imilw
(implca: 129 * C57BL/6)
Rnf41 Rnf.q_l'I‘ng{sb—rtTA.M}Q-d.SSC{}m‘;Rnf41Tng(sb—thA,Tw‘,l?ﬂSI:ﬂw
(implica:  CS57BL/6 * FVB/N)
Rorb Rgrbm1Btr/Rgrpmisr
(C57BL/68]-RorbmiBtry
Rosl Rgslimitbm/Rggq tmichm
(implica: 129P2f0IaH5d)
Rosl Rm].'"“1‘3""";"Rc-s.1"“1'1’“'t
(implica:  129P2/OlaHsd * CS?ELJ'S’J
Rosl Rosltmzchmfﬂnslimzcbm
(implica:  129P2/0laHsd)
Rsphl RgphitmiHEn Qempy 1 mikan
[|mp||ca 12951;’5\.-' * CS?BUEJ}
Ru nxltl F«’Lurl)-(:l.t1"‘“"""%l’l?.um-:ltl““lF*c

(implica: 1295/SvEv * C57BL/6)

Rxfp2 Rxfp2™iMafcrsp

(implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6] * FVB/N)

Rxfp2 Rxfp2imihia/Rxfpotmifia
(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6])

Rxrb Ryrbtm e/ R ptmite
(implica”  12952/SvPas)
Safb Sgthtmlsa fﬁafutmlﬂ:ﬂ
(mplica” 129 = C57BL/6J)
Sbft Sbf1 MMt/ Spff tiHie

(implica: C57BL/8)
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~ Scmhi Scmhi'mitke/Semp itk
: (implica:  128S1/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Sept4 Sept4mits/Septqtmits
(implica:  129/Sv * 129P2/0OlaHsd * C57BL/6])
Sept4 Sept4miksh/Sepigtmiksh

(implica:  129%1/5v] * C57BL/6))

Septlz Septl Ztim.ﬂ‘lkr'sept12+
(quimera implica:  129/5v * C57BL/6)

Serpinas SerpinaStmice/SarpingStimics
: (implica:  129/Swv * Swiss)

Serpine2 Serpine2™ 1m0/ Sarpinetmibmn
(implica:  129P2/OlaHsd * C57BL/6)

Sgol2 Sgol 25HDI25B0S WISt f o | DGHDO2SRANS WSt
(implica: 129S2/SvPas * C57BL/6)
(bien: (implica: 12954/5vJaeSor) o (implica: 12954/5Sv]aeSor *
C578L/6))

- Sh3pxd2b Sh3pxd2bres/Sh3pxdabnes

(B10.Cg-H2M Sh3pxd2b™e/Grsrl)

Siahla Siah1a™1bdt/Sigh1amIbeb
(implica:  12951/Sv = C57BL/6])

Sitl SirtdmiMeby /St 1tmiMcby
(implica: 12951/5v * 129%1/Sv] * CD-1)
Sitl Sirt1miMchy/ Sipg 1 tm1Mcby
(129/Sv-Sirt1tmiMcoy)
Sitl Sirt1miMeby /St { tmiMchy
: (implica:  12951/Sv * 129%1/Sv])
Sitl Sirt1m2. tMcby /Gjpt] tm2. 1Mcby
(implica:  12951/Sy * 129X1/Sv] * CD-1)
Sit6 Sirt6tma2 1Cke) Sirtgtma. 1Cxd
(implica-  12956/SvEvTac * NIH Black Swiss)
Sité Sirtm2.2Cxe Sirtgtm2. 2Cxd
(implica:  12956/SvEvTac * FVB/N * NIH Black Swiss)
Six5 Six5tmiRde/ Sy GtmiRdd
(12954/Sv]ae-Six5uniRad)
Sicda2 | Slcda2tmiimed/Sicqa2tniimed
(implica:  129P2/OlaHsd * FVB)
Sicga3 Slc9a3tmites S|-ga 3imiGes
(Mo Especificado)
Slcoas 51Oz REHYHEF 3B /S| g BEMHERTS)Byg

(implica: 129P2/0OlaHsd * Black Swiss)

Slc9cl 5159;1 tmlGarrS ;391 tniGar
(implica:  129S6/SwEvTac * C57BL/61)

Sclizaz2 Slci2az2mibhk/S| -] 25 2tmibnk ;
(implica: 129P2IOIaHsdl* C57BL/6] * DBA/2])
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Slclzaz2 ﬁjclza2Un25hk(§|glzaztrr:zl3hk
{implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6] * DBA/2))

Slci9a2 Slcl9amiFN/Scl 9 2tmiEn
(implica:  12954/SvJae * 12956/SvEvTac)

Slci9az Slci19a2imiGel/Sic]9g 2imiGab
(implica:  129X1/Sv])

Slc25a31 Slc25a31mINte/Sic25g31 mite i
(implica:  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6)

Slc26a8 Slc26agimiGoac/Sied pagimitoar
(implica:  1295/SvEvBrd)

Smclb Em;j hmll-lam ls mﬁj hmlHam
(implica: C57BL/611cl * DBA/2]]cl * ICR)

Smclb Smclbtmites/Smelptme 2iess
{implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6 = SIL)
(implica: 12951/Sv * 129X1/Sv])
Snai2 Shai2m?eid/Sng|2im2crd
(implica:  12951/5v)
Sohih2 Sohlh2imitya/Sohlh2tmiMia _
(implica: 129P2/QlaHsd * C57BL/6)
(quimera implica:  12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6 * DBA/2)
Sl:l4 : Sn4hnlsspfsp4tm155p
(implica: 129P2/OlaHsd * CF-1)
SD4 SD4tm15u5;SD4n'n15us

(implica: 125P2/0laHsd * C57BL/6)

Spacal Spacallm! 10sh/Spacg]tmt 10sh
(implica: 12952/SvPas * C57BL * C57BL/6N * DBA)

Spagb Spag6miis/Spagetmiis
(implica-  129X1/Sv] * C57BL/6])

Spaglé Spagl6imi’s/Spagl6”
: (quimera implica:  129/Sv * C57BL/6])

Spagl6 SpaglbEim2ifs/Spagl gimals
(implica:  129%6/SvEvTac)

~ Spata22 Spatag2'=rt?/Spatagg el L
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])

Spefz Enﬁ zhghfsngfzbgh

(implica: C57BL/6] * C57BL/10])

Spef2 Spef2bit/Spaf2bsh
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6] * C57BL/101)

Speml Spemlimiwyan/Snam {miwyan
(implica:  12951/5Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6])

5[‘:}011 5Q91 ;| mejwsngl jl:miMjn :
(implica:  129X1/5Sv] * C57BL/6)
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5[3011 ﬁggllunm‘sigﬁggllmmu
(implica:  129P2/0laHsd)
Spoll tmiRdco/ g 1tmiRdes
: (implica:  12956/SvEvTac)
Sptbn4 Sptbn4® 19/Spthn4ov-t®
(implica: BALB/cI * C57BL/6E])
Sptbn4 av-11)/Spthn4er- 1
(CS?EUEJ-Sptbnttﬂ”'“’fJ]
Sptbn4 Sptbngevind/Spthngsv-ind
(B6.B10-Sptbn4avind)
Stam EamimlSug .I'Etamhnlﬂug
(implica: 12954/Swv]ae * C57BL/6)
Stkll Stk itiksh o g Lk
(Mo Especificado)
Stk36 tm1F3s 5;E3ﬁl‘n‘llﬁs
|(implica-  12951/Sv * C57BL/6)
Stxz Stx2rErodf Sy grermdd
(implica: C3HeB/Fel * C57BL/6])
St?(z Stxztmlbcru.fstxzunltlw
(implica:  129X1/5v] * C57BL/6])
(bien: (implica: 12951/Sv * 129X1/5v] * C57BL/6) o (implica:
C57BL/6))
Styx Shypciniedly Stysgmijedi
(bien: (implica: 12951/Sv * 129X1/Sv] * C57BL/6) o (implica:
C57BL/B)) :
Suni S”nlhﬁi.thj;SHnltml.lktj
(implica: CS57BL/6] * FVB/N)
Suni tniiMhan Sun1tmikhan
(implica: 12956/5vEvTac)
Swm2 swm2/swma
(implica: C3HeB/Fe) * C57BL/6])
Swmb Swmb/swm6
{implica: C3HeB/Fel * C57BL/6)
Svcel E:Esgg tmngu,t'&::;g! tmiHgu
{implica: 12957/5SvEvBrd * C57BL/6)
Syce2 Syce2 GHFHCRC-GT-58-7E1]Sor | Gy/p e JGHFHCRC-GT-58-7E1 jSor
(implica: C57BL/6)
SYDEB tmiRben ngcgitﬂ'liaheﬂ
(implica:  12951/Sw * 129X1/Sv] * C57BL/6)
Sycpl Sycpl¥ntAss/Syepg tmifes
{(implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6)
Sycp2 Sycp2™MifSycptmiiv

(implica: 129S4/Sv]ae * C57BL/6)
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Sycp3 Sycp3™Heee/Sycp3titiooy
(implica: ~128P2/0OlaHsd * C57BL/6)
Taldol TaldoitmiFerd/Taldp] tmiferd
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6)
Tarbp2 Tarbp2miReh/Taphp2tmiket
(Mo Especificado)
pru Ibm: hﬂthr.rIggtlmeRgr
(implica: C57BL/6)
Tbpll Tbpli et/ Thp|jtnioe
(implica: 12952/SvPas * C57BL/6)
Tcte3 Etgghﬂuunwmgamllum
(implica:  12951/5v * 129X1/Sv] * C57BL/B])
Tdrd1 Tdrd 1tmiChumy Tejpd 1 tm1Chum _
(implica: 12951/Swv * 129X1/Sv] * C57BL/B)
Tdrd5 Tclrd StmSait/Tgrg Stmisalt
(implica: C57BL/6 * CBA)
le'dﬁ Tdrdﬁt"‘lm”“‘p'Tdrdﬁ‘m‘c"“’“
o (implica:  12954/Svlae * C57BL/6)
Tdrds Tdrdgtmichum, Td rggtmithum
Tdrd7 Tdrd 7™ 1Chum Tgjrg7om L iChum
(implica:  12954/Sv]ae * 12956/5vEvTac * CE7BL/6)
Tdrd6 Tdrd&tmiless/Td rd6tmiess :
(bien:  (implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6) o (implica: 12951/Sv *
129X1/5v] * C57BL/G))
Tdrd7 Tdrd7rmr16e/Tdrd 7nme166
(implica: C3H * C57BL/6])
Tdrd7 Tl et 1CMim 7ol 7t L 1Chum
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6)
Tdrd9 Tdrggtmt 1/ Tgrgghmt AChum
{implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6 * SIL)
Tekt2 Tektzﬁt{ogﬂzml}L-ax‘,rTEktzGl‘.[OEFIZJml}LaK
(implica: 129S5/SvEvBrd * C57BL/6)
Tex1l Texiitmimvyy
2Mrt ACTB-cr
(implica: 12954/5vlae * C57BL/S * FVB/N)
Texl? i Tgx] ih‘nl“oog r‘TgEsl El‘lﬂlHWg.
(implica: 12952/5vPas)
Texl4d Tex1qtmiZuk/Tay]qimizuk
(12956/5vEVTac)
Tex14 Texld4imizo/ Tax]4imizuk
(implica: 12956/SvEvTac * C57BL/6])
Texl5 Tex15tmtw/Tex] Stmiv
(implica:  12954/SvJae * C57BL/6)
Tex1011Anak | T uniosh Imlceb
(implica: CS57BL/6NCr)

51




ES 2 886 146 T3

Theg TthTg{PDESA]lfrlk],lThEuTg:PDES.ﬂj1\’r|k
{implica: C3H)
Tiall tmidst Tj5| 1 triMst ;
(implica: :_I.ZQSZKSVPas * C57BL/B)
Tim Tim T 1730es i Tim*
(implica: CS7BL/&] * DBA/2])
Tir6 TlremBe Tremattr
{C57BL/6]-Tlpgmeetry
Tmfl Trnf1tmilnir /T f] tmdUnir
(implica:  129/Sv * ICR)
Trlpl tmiMim ta M 7
i {implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6]
Tnp2 Tnp2imiWen/Tnp2tmiWen
(implica:  12951/Sv * 129X1,/5v])
Tpgsl Tpgs] SHRASAZZ Sorf Tnngg ] SHROSAZZ ) Sor
(implica: 129S5/SvEv * C57BL/6)
Tpst2 Tpst2tmi¥im/Tpg2tmikim
{implica:  129S6/SvEvTac * 12957/SvEvBrd)
Trp?S Trp?3tmihakﬁrn?3wlhiak
(implica: 129P2/0laHsd * C57BL/6])
Tsc22d3 TsCegugumlific iy
{implica:  12957/SvEvBrd * C57BL/6)
Tshr Tshrivt/Tshrivt
i (implica: BALB/cByl * RF/1)
TSSklfTSSkZ -['55 51 ET5§ §2tm1"'b’g”T§§ 51 {ngkgtml-“‘ﬂf
(B6.12955-Tsskl,/Tssk2im! 14ar)
Tsskl/Tssk2 Tsskl/Tssk2Umi 1Aer/ Togk] fTogk2tml-1Agr
(BB.12955-Tssk1/Tssk2tm! 1hary
Tsskl/Tssk2 Taskl/Tssk2tmikch/Tegkl+
(gquimera implica:  129X1/5v])
Tssk1l/Tssk2 Tsskl/Task2milach Tegleo+
: (quimera implica:  129X1/Sv])
Tsské TsskBmIGH TogkGim1GH
(implica: 129 * C57BL/6)
Ttll1 Tt”LGti 0sT37? 2941}I.e==,f'_{tu L@'{O.‘HS??'M 1ilex
{implica: 12955/SvEvBrd * C57BL/6)
Tyr Tyrea7H Ty 470 :
(implica:  101/H * C3H/HeH
- T'W"ﬂl - Wrulb'fFC“L‘fT&'rﬂib'irC“L‘ I
(implica:  101/Rl * C3H/RI)
Ubb !!hntﬂ‘llﬁﬂc{ !Dhtmerk
(implica:  12951/5v * 129X1/Sv] * C57BL/B)
UbaZb Hggggmﬂmm mganhﬁnuh}h

(bien:  (implica: 129P2/OlaHsd * C57BL/6) o (implica:
129P2/0laHsd * FVB/N))
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Ubezlb Ubezb"mDhh/Ihe2p!mih
(implica:  129P2/OlaHsd * FVB/NJ)
Ubr2 Ubp2tmirtker/| jhp2tmi vtk
(implica:  12951/Sv * C57BL/6)
Unc5c Une5c¢™/Unc5c™™
(C57BL/6)-Unchc™m)
Uspl tmil. 18da !!Enltml.lhda
(C57BL/B-Usp1tmi tada)
Uspl4 Uspl4ei/Uspl4a<?
(implica:  STOCK Mafb*)
Utpl4b Utplap/Uipidprd '
; {implica: C3H/Hel * C57BL/6])
Vangl2 Vanal2“/Vangl2'®
(B6.A{Cg)-Vangl2L7)
Vangl2 skal?Vangl2sel?
(implica:  12956/SvEvTac * C57BL/6])
Vdac3 Vdac3tmWie/\Vdae3iminic
(Mo Especificado)
Vdr Vd pmiska /g ptmiSka
(implica: C57BL/& * CBA)
Vrki Wk 1 GHRRRI78)BYG fyf 1| 1 GURRRI7E)Byg
(implica: 129P2/0OlaHsd * C57BL/6)
Vsx2 Vsx2or2i ey gor-
| (NORZ/LtDN-Vsx2°-23/1)
wnt7a WntZar-2/Wnt7ar2
(B6:;C3Fe-Wnt7ar2Y/Grsrl)
Wnt7a Wnt7ao</Wnt7ar?
(C57BL/61-Wnt7aP*2/Grsrl)
Wnt7a Wnt7ar/Wnt7ar
(implica: STOCK Sox18F=)
Wnt7a Wnt7almlAme (i nt 75 miAmc
(implica:  12951/Swv)
Wil Wiitm2hst ]+
(quimera implica:  129P2/0laHsd * C57BL/6]Lac * CBA/Calac)
Yhx2 Yhx2miNeh by gtrieh
(implica: 12957/SvEvBrd)
Yhx3 Yhx3mitey fyhy Jtmilay
(implica: 129X1/Sv] * C57BL/B)
Zbtblé ;b;bl E!u—SFﬂ .r;mn; Elu—Si‘d
(implica: CS57BL/6 * Swiss)
thb16 Tu-Shed u-5rd
(implica: C57BL/6)
Zbtbl6e Zhtble'/Zbthigh

(Mo Especificado)
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Zc3hel | Ze3hetmt 2leuy/ Ze3he ] tmi 2oy
(B6.12956(Ca)-Zc3hclimi2duyy
Zfp148 Zipl48mikiyZ2fn1 48+
(No Especificado)
Zfp384 . Zip384tmiTok/7fn384tm1Tnk
(implica: C57BL/6 * CBA)
Zglpl £glpimtEem/Zgp]tmifem
((129X1/5v] x 12951/Sv)F1-Kitl*)
Zpbp | ZpbptmiZuks Zp hptmiZuk
(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/6])
szpz ZDbDI‘m[?lIkJZDthm]?Uk
Zpboztmlzuk‘{ZDszlmlzuk
(implica: 12957/SvEvBrd * C57BL/61)

En otras realizaciones, el gen de fertilidad se selecciona de genes de la espermatogénesis, ejemplos ilustrativos de
los cuales se describen en la Pub. de Solic. de Pat. de EE. UU. 2005/0176943. Los genes representativos incluyen
aquellos que comprenden transcritos con secuencias de acido nucleico mostradas en las SEQ ID NO: 1 - 89 de esta
publicacion. Los ejemplos no limitativos de estos genes incluyen AKAP110, Rbcc728, Trim36, Nopp140, ATR, HSpb,
Spergen-1, arilsulfatasa A, Drctnnbla, CDC14B, proteina espermatogénica epidimal relacionada con cistatina, inhibidor
del crecimiento inducido por el embarazo, coenzima A ligasa de acidos grasos, de cadena larga, Fern, componente
de la vaina fibroso principal de 80.000 Mr, Glicerol fosfato deshidrogenasa 1, mitocondrial, dominios Lim que contienen
1, oaz-t, pctp-1, fosfoglicerato quinasa especifica de testiculos, fosfolipasa C delta 4, protamina 1, protamina 2, scot-
t1, scot-t2, selenoproteina de la capsula mitocondrial, Esprizina, oppo 1, Gal beta-1, GalNAc alfa-2, 6-sialiltransferasa
especifica de 3-GalNAc, supresor de homdlogo fusionado, t-actina 1, t-actina 2, t-complejo Tcp-10a, tektina-t, teek 1,
TP-2, tsec-1, sustrato tssk 1.2, serina/treonina quinasa 22B (asociada a espermiogénesis), tsga2, Gapd-S,
meicroacidina, halap-X, Ssecks, gsg1, haspina, gsg3, hils1, shippo1, y acido lisofosfatidico actiltransferasa putativa.

En realizaciones ventajosas, el gen de fertilidad es un gen localizado en un cromosoma sexual. En ejemplos ilustrativos
de este tipo, el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X (es decir, un gen de fertilidad ligado a X) tal como,
pero no limitado a, GILZ (TSC22d3).

El gen de fertilidad puede disrumpirse usando cualquier técnica adecuada. En algunas realizaciones, la disrupcion se
lleva a cabo usando una construccién de direccionamiento en la que una parte del gen de fertilidad esta posicionado
operativamente entre dos posiciones flanqueantes de un casete de direccionamiento, que son lo suficientemente
homélogas con las regiones de un sitio diana en el genoma celular como para permitir la recombinacién homéloga entre
el casete de direccionamiento y el sitio diana. Por ejemplo, el sitio diana puede comprender una secuencia exoénica o
codificadora, o una secuencia de control (p. ej., un promotor), del gen de fertilidad y, en determinadas realizaciones, una
secuencia disruptora (p. ej., gen marcador) esté posicionada por las partes flanqueantes del casete de direccionamiento
para disrumpir o reemplazar al menos una parte del gen de fertilidad, haciendo de esta manera que el gen de fertilidad
sea inactivo y, por tanto, no funcional. En ejemplos ilustrativos de este tipo, una de las partes flanqueantes es
sustancialmente homologa a una parte de la secuencia del gen de fertilidad no traducida en 5', y la otra sustancialmente
homéloga al menos a una parte de la secuencia del gen enddgeno no traducida en 3'. En otros ejemplos ilustrativos, las
partes flanqueantes del casete de direccionamiento son sustancialmente homélogas a regiones del gen de fertilidad que
limitan una secuencia codificadora interviniente que codifica un dominio de un polipéptido codificado por el gen de
fertilidad, que se requiere para la fertilidad. En estas realizaciones, la recombinacion homologa especifica de sitio entre
la construccién de direccionamiento y el sitio diana da lugar posteriormente al reemplazo de al menos una parte del gen
de fertilidad con el gen marcador y a la disrupcién del gen de fertilidad.

En realizaciones especificas, se proporciona un gen de fertilidad con sitios de reconocimiento de recombinasa
(también conocidos como secuencias aceptoras) que estan localizados en o adyacentes a ese gen, y que son
reconocidos por una proteina recombinasa especifica de sitio que actla como una molécula disruptora del gen de
fertilidad mediante la union a y la catalisis de recombinacion especifica de sitio entre los sitios de reconocimiento de
recombinasa dando lugar a la disrupcién de ese gen. La recombinasa puede catalizar la recombinacion intra o
intermolecular entre los sitios. Por ejemplo, en el caso de recombinacion intramolecular, cuando existen dos sitios de
recombinacion que tienen una orientacion idéntica en la misma molécula, la recombinacién especifica de sitio entre
los sitios escindird una secuencia de ADN flanqueada por los sitios (una reaccion de escision), mientras que, en la
recombinacion intermolecular, la recombinacion especifica de sitio entre dos sitios de reconocimiento de
recombinacion en diferentes moléculas dard lugar a la cointegracién (una reacciéon de insercion). En ejemplos
ilustrativos de estas realizaciones, se usa un transgén que comprende una secuencia codificadora de recombinasa
especifica de sitio que esta unida operativamente a un promotor para disrumpir condicionalmente el gen de fertilidad.
Las recombinases ilustrativas, que son especificas de sitio, incluyen Cre, Cre modificada, Dre, Hp, FLP de tipo salvaje
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(wt), FLP-L, FLPe, Flpo o phiC31. Los ejemplos no limitativos de sitios de reconocimiento de recombinasa incluyen
loxP, FRT, rax y attP/B. La recombinacion puede efectuarse por cualquier método conocido en la técnica, p. €j., el
método de Doetschman et al. (1987, Nature 330:576-578); el método de Thomas et al. (1986, Cell 44:419-428); el
sistema de recombinacion Cre-loxP (Sternberg y Hamilton, 1981, J. Mol, Biol. 150:467-486; Lakso et al., 1992, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 89:6232-6236); el sistema de la recombinasa FLP de Saccharomyces cerevisiae (O'Gorman et
al., 1991, Science 251: 1351- 1355; Lyznik et al., 1996, Nucleic Acids Res. 24(19): 3784-3789); el intercambio de
control de tetraciclina Cre-loxP (Gossen y Bujard, 1992, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 89: 5547-51); y el sistema de
recombinasa regulado por ligando (Kellendonk et al., 1999, J. Mol. Biol. 285: 175-82). De forma deseable, la
recombinasa es altamente activa, p. €j., el sistema Cre-loxP o FLPe, y tiene una termoestabilidad aumentada
(Rodrguez et al., 2000, Nature Genetics 25: 139-40). En realizaciones especificas, al menos una parte del gen de
fertilidad (incluyendo sus secuencias reguladoras, si es apropiado) esta flanqueada bien por sitios diana loxP, que son
reconocidos especificamente por una recombinasa Cre, o sitios diana FRT, que son reconocidos especificamente por
una recombinasa FLP. Un ejemplo ilustrativo de wuna secuencia de sitio diana IloxP es 5'-
ATAACTTCGTATAGCATACATTATACGAAGTTAT-3'[SEQ ID NO: 1]. Un ejemplo ilustrativo de una secuencia de sitio
diana FRT es 5'-GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGTAAGTATAGGAACTTC-3' [SEQ ID NO: 2].

En otras realizaciones, la molécula disruptora del gen de fertilidad es un producto de expresion que inhibe la expresion
del gen de fertilidad por interferencia de ARN (ARNi) o por silenciamiento génico posterior a la transcripcion (PTGS).
En ejemplos ilustrativos de este tipo, el producto de expresion es una molécula de ARN (p. ej., ARNsi, ARNsh, miARN,
ARNdSs etc.) que comprende una region de direccionamiento correspondiente a una secuencia de nucleétidos del gen
de fertilidad y que atenda o disrumpe de otra forma la expresion del gen de fertilidad. Los ejemplos no limitativos de
dichos genes de fertilidad se enumeran en la Tabla 2 y en otro lugar de la presente memoria.

En ejemplos ilustrativos, la secuencia de direccionamiento presenta al menos un 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69,
70,71,72,73,74,75,76,77,78,79, 80, 81, 82, 83, 84, 85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de
identidad con una secuencia de nucle6tidos del gen de fertilidad. En otros ejemplos ilustrativos, la secuencia de
direccionamiento hibrida con una secuencia de nucleétidos del gen diana bajo al menos condiciones de astringencia
baja, de forma méas adecuada bajo al menos condiciones de astringencia media e incluso de forma mas adecuada
bajo condiciones de astringencia alta. La referencia en la presente memoria a condiciones de astringencia baja incluye
y engloba de al menos aproximadamente formamida al 1 % v/v a al menos aproximadamente el 15 % v/v y sal de al
menos aproximadamente 1 M a al menos aproximadamente 2 M para la hibridaciéon a 42 °C, y sal al menos
aproximadamente 1 M a al menos aproximadamente 2 M para el lavado a 42 °C. Las condiciones de astringencia baja
también pueden incluir Albimina de Suero Bovino (BSA) al 1 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7 %
para la hibridacién a 65 °C, y (i) 2xSSC, SDS al 0,1 %; o (ii) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2),
SDS al 5 % para el lavado a temperatura ambiente. Las condiciones de astringencia media incluyen y engloban
formamida de al menos aproximadamente el 16 % v/v a al menos aproximadamente el 30 % v/v y sal de al menos
aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente 0,9 M para la hibridacion a 42 °C, y sal al menos
aproximadamente 0,5 M a al menos aproximadamente 0,9 M para el lavado a 42 °C. Las condiciones de astringencia
media también pueden incluir Aloumina de Suero Bovino (BSA) al 1 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al
7 % para la hibridacion a 65 °C, y (i) 2xSSC, SDS al 0,1 %; o (ii) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2),
SDS al 5 % para el lavado a 42 °C. Las condiciones de astringencia alta incluyen y engloban formamida de al menos
aproximadamente el 31 % v/v a al menos aproximadamente el 50 % v/v y sal de al menos aproximadamente 0,01 M
a al menos aproximadamente 0,15 M para la hibridacion a 42 °C, y sal al menos aproximadamente 0,01 M a al menos
aproximadamente 0,15 M para el lavado a 42 °C. Las condiciones de astringencia alta también pueden incluir BSA al
1 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 0,5 M (pH 7,2), SDS al 7 % SDS para la hibridacion a 65 °C, y (i) 0,2 x SSC, SDS al 0,1
%; o (i) BSA al 0,5 %, EDTA 1 mM, NaHPO4 40 mM (pH 7,2), SDS al 1 % para el lavado a una temperatura superior
a 65 °C. De forma deseable, la secuencia de direccionamiento hibrida con una secuencia de nucleétidos del gen de
fertilidad en condiciones fisiolégicas.

Otras condiciones astringentes son muy conocidas en la técnica. Un experto en la técnica reconocera que diversos
factores pueden manipularse para optimizar la especificidad de la hibridacion. La optimizacion de la astringencia de
los lavados finales puede servir para asegurar un alto grado de hibridacion. Para ejemplos detallados, véase Ausubel
et al., supraen las paginas 2.10.1 2 2.10.16 y Sambrook et al., supra en las secciones 1.101 a 1.104.

De forma adecuada, la region de direccionamiento tiene identidad de secuencia con la cadena con sentido o cadena
antisentido del gen de fertilidad. En determinadas realizaciones, la molécula de ARN no esta poliadenilada, lo que
puede dar lugar a una reduccion eficiente de la expresion del gen de fertilidad, como describe, por ejemplo,
Waterhouse et al. en la Patente de EE. UU. No. 6.423.885.

Tipicamente, la longitud de la regién de direccionamiento puede variar de aproximadamente 10 nucleétidos (nt) hasta
una longitud igual a la longitud (en nucleétidos) del gen de fertilidad. Generalmente, la longitud de la region de
direccionamiento es de al menos 10, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 nt, habitualmente al menos
aproximadamente 50 nt, mas habitualmente al menos aproximadamente 100 nt, especialmente al menos
aproximadamente 150 nt, mas especialmente al menos aproximadamente 200 nt, incluso mas especialmente al menos
aproximadamente 500 nt. Se espera que no haya limite superior para la longitud total de la region de direccionamiento,
distinto de la longitud total del gen de fertilidad. Sin embargo, por razones practicas (tales como, p. €j., la estabilidad
de las construcciones de direccionamiento) se espera que la longitud de la region de direccionamiento no supere los
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5.000 nt, particularmente no supere los 2.500 nt y podria estar limitada a aproximadamente 1.000 nt.

La molécula de ARN puede comprender ademés una o0 mas regiones de direccionamiento adicionales (p. €j., de
aproximadamente 1 a aproximadamente 10, o de aproximadamente 1 a aproximadamente 4, o de aproximadamente
1 a aproximadamente 2 regiones de direccionamiento adicionales) cada una de las cuales tiene identidad de secuencia
con una secuencia de nucleétidos del gen diana. Generalmente, las regiones de direccionamiento son idénticas o
comparten al menos un 60, 61, 62, 63, 64, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 71, 72, 73, 74, 75, 76, 77, 78, 79, 80, 81, 82, 83, 84,
85, 86, 87, 88, 89, 90, 91, 92, 93, 94, 95, 96, 97, 98, 99 % de identidad de secuencia entre si.

La molécula de ARN puede comprender ademas un complemento inverso de la region de direccionamiento.
Tipicamente, en estas realizaciones, la molécula de ARN comprende ademas una secuencia espaciadora que espacia
la region de direccionamiento del complemento inverso. La secuencia espaciadora puede comprender una secuencia
de nucleétidos de al menos aproximadamente 100-500 nucleétidos de longitud, o alternativamente al menos
aproximadamente

50-100 nucleétidos de longitud y, en una alternativa adicional, al menos aproximadamente 10-50 nucleétidos de
longitud. Tipicamente, la secuencia espaciadora es una secuencia no codificadora, que, en algunos casos, es un
intron. En las realizaciones en las que la secuencia espaciadora es una secuencia espaciadora distinta de un intrén,
la transcripcion de la secuencia de &cido nucleico producird una molécula de ARN que forma una estructura de
horquilla o tallo-bucle en la que el tallo se forma por la hibridacion de la region de direccionamiento con el complemento
inverso y el bucle se forma por la secuencia espaciadora distinta de un intrén que conecta estas "repeticiones
invertidas". Alternativamente, en las realizaciones en las que la secuencia espaciadora es una secuencia espaciadora
que es un intrén, la presencia de secuencias de unién de corte y empalme intron/exén en cualquier lado de la secuencia
intrénica facilita la eliminacion de lo que de otra manera formaria una estructura de bucle y el ARN resultante formara
una molécula de ARN bicatenaria (ARNds), con secuencias en 3' protuberantes opcionales en uno o ambos extremos.
Dicho transcrito de ARNdSs se refiere en la presente memoria como una "horquilla perfecta". Las moléculas de ARN
pueden comprender una unica horquilla o multiples horquillas incluyendo "bultos" de ARN monocatenario que
aparecen adyacentes a regiones de secuencias de ARN bicatenarias.

Alternativamente, una molécula de ARNds como se ha descrito anteriormente puede obtenerse convenientemente
usando un polinucleétido adicional del que se puede producir una molécula de ARN adicional, que comprende el
complemento inverso de la region de direccionamiento. En esta realizacién, el complemento inverso de la regiéon de
direccionamiento hibrida con la region de direccionamiento de la molécula de ARN transcrita a partir del segundo
polinucleétido.

En otro ejemplo, una molécula de ARNds como se ha descrito anteriormente se prepara usando un segundo
polinucleétido que comprende un duplex, en donde una cadena del duplex comparte identidad de secuencia con una
secuencia de nucledtidos del gen diana y la otra comparte identidad de secuencia con el complemento de esa
secuencia de nucleétidos. En esta realizacién, el duplex esta flanqueado por dos promotores, uno que controla la
transcripcion de una de las cadenas, y el otro que controla la transcripcién de la cadena complementaria. La
transcripcion de ambas cadenas produce una pareja de moléculas de ARN, comprendiendo cada una una region que
es complementaria a una regién de la otra, produciendo de esta manera una molécula de ARNds que inhibe la
expresion del gen de fertilidad.

En otro ejemplo, el PTGS del gen de fertilidad se consigue usando la estrategia de Glassman et al. descrita en la
Publicacion de Solicitud de Patente de EE. UU. No 2003/0036197. En esta estrategia, las secuencias de acido nucleico
adecuadas y su complemento inverso pueden usarse para alterar la expresién de cualquier ARN diana enddgeno
homélogo (es decir, que comprende un transcrito del gen de fertilidad) que esta préximo a la secuencia de &cido nucleico
adecuada y su complemento inverso. La secuencia de acido nucleico adecuada y su complemento inverso, pueden bien
no estar relacionadas a ningin ARN enddgeno en el huésped o pueden estar codificadas por cualquier secuencia de
acido nucleico en el genoma del huésped, siempre que la secuencia de acido nucleico no codifique ningin ARNm diana
0 ninguna secuencia que sea sustancialmente similar al ARN diana. Por tanto, en algunas realizaciones de la presente
invencion, la molécula de ARN comprende ademas dos regiones de ARN complementarias que no estan relacionadas
con ningin ARN enddgeno de la célula huésped y que estan préximas a la region de direccionamiento. En otras
realizaciones, la molécula de ARN comprende ademas dos regiones de ARN complementarias que estan codificadas por
cualquier secuencia de &cido nucleico en el genoma del huésped, siempre que la secuencia no tenga identidad de
secuencia con la secuencia de nucleétidos del gen de fertilidad, en donde las regiones estan proximas a la region de
direccionamiento. En las realizaciones anteriores, una de las regiones de ARN complementarias puede estar localizada
aguas arriba de la regién de direccionamiento y la otra, aguas abajo de la regién de direccionamiento. Alternativamente,
ambas regiones complementarias pueden estar localizadas bien aguas arriba o aguas abajo de la regi6on de
direccionamiento o pueden estar localizadas en la region de direccionamiento en si misma.

En algunas realizaciones, la molécula de ARN es una molécula antisentido que estéa dirigida a una region especifica
de ARN codificada por el gen de fertilidad, que es critica para la traduccion. El uso de moléculas antisentido para
disminuir los niveles de expresion de un gen predeterminado es conocido en la técnica. Las moléculas antisentido
pueden disefarse para que correspondan al ARN de longitud completa transcrito a partir del gen de fertilidad, 0 a un
fragmento o parte del mismo. Este efecto de silenciamiento génico puede aumentarse por la sobreproduccion
transgénica tanto de ARN con sentido como antisentido de la secuencia codificadora del gen de fertilidad, de manera
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que se produce una alta cantidad de ARNds como se ha descrito, por ejemplo, anteriormente (véase, por ejemplo,
Waterhouse et al. (1998) Proc Natl Acad Sci USA 95: 13959 13964).

En otras realizaciones mas, la molécula disruptora del gen de fertilidad es un anticuerpo que es inmuno-interactivo
con un producto polipeptidico del gen de fertilidad. En ejemplos no limitativos de este tipo, el producto polipeptidico es
uno que esta codificado por un gen de fertilidad enumerado en la Tabla 2 y en otro lugar de la presente memoria. Los
anticuerpos ejemplares para su uso en la practica de la presente invencién incluyen anticuerpos monoclonales,
fragmentos de inmunoglobulina Fv, Fab, Fab'y F(ab')z, asi como anticuerpos sintéticos, tales como, pero no limitados
a, anticuerpos de dominio unico (DAB), fragmentos Fv sintéticos estabilizados, p. €j., fragmentos Fv de cadena unica
(scFv), fragmentos Fv estabilizados por disulfuro (dsFv), minicuerpos con dominios de regién variable Unica (dAb),
combicuerpos y anticuerpos multivalentes tales como diacuerpos y multi-scFv o equivalentes humanos preparados
por ingenieria. Las técnicas para preparar y usar diversas construcciones basadas en anticuerpos y fragmentos son
muy conocidas en la técnica. Los medios para preparar y caracterizar anticuerpos también son muy conocidos en la
técnica. En ejemplos ilustrativos, los anticuerpos pueden prepararse por inmunizaciéon convencional (p. ej., sueros
policlonales e hibridomas) con péptidos o proteinas aislados, purificados o recombinantes correspondientes a al menos
una parte de un producto polipeptidico de un gen de fertilidad, o como fragmentos recombinantes correspondientes a
al menos una parte de un producto polipeptidico de un gen de fertilidad, expresados habitualmente en Escherichia
coli, después de la seleccion a partir de bibliotecas de presentacién en fagos o presentacion en ribosomas (p. €j.,
disponible en Cambridge Antibody Technology, Biolnvent, Affitech y Biosite). El conocimiento de las regiones de union
a antigeno (p. e€j., regiones determinantes de la complementariedad) de dichos anticuerpos puede usarse para
preparar anticuerpos sintéticos como se ha descrito, por ejemplo, anteriormente.

3.2 Sistemas para generar embriones de roedor con un gen de fertilidad disrumpido

Como se describe en la presente memoria, se usan sistemas para generar un embrién huésped de roedor con genes de
fertilidad disrumpidos. Por ejemplo, pueden crearse embriones de roedor que comprenden un gen de fertilidad disrumpido
cruzando: 1) una primera cepa de animal que porta un gen de fertilidad que se puede disrumpir ("cepa de infertilidad
condicional"); con 2) una segunda cepa de animal que porta un transgén activador de la infertilidad que comprende una
secuencia de nucleotidos disruptora que codifica una molécula disruptora del gen de fertilidad que disrumpe el gen de
fertilidad que se puede disrumpir ("cepa activadora de la infertilidad"), generando de esta manera embriones huésped de
roedor transgénicos que comprenden células germinales que tienen un gen de fertilidad disrumpido. En algunas
realizaciones, los miembros femeninos de la primera cepa de animal se cruzan con los miembros masculinos de la
segunda cepa de animal. Tal y como se usa en la presente memoria, los miembros respectivos de la primera y segunda
cepa de animales son comparieros de reproduccién de una pareja de reproduccién de animales roedores.

En algunas realizaciones, el gen de fertilidad de la cepa de infertilidad condicional esta en la forma de un transgén
("transgén de infertilidad condicional") en el que esta unido operativamente a un promotor y a sitios de reconocimiento de
recombinasa que permiten la disrupcion del gen de fertilidad en presencia de una recombinasa. En estas realizaciones,
el transgén activador de la infertilidad comprende una secuencia codificadora para la recombinasa unida operativamente
a un promotor y los sitios de reconocimiento de recombinasa estan localizados habitualmente en o adyacentes al gen de
fertilidad y median la disrupcion del gen de fertilidad. En los ejemplos no limitativos de este tipo, la recombinasa codificada
por el transgén activador de la infertilidad de la cepa activadora de la infertilidad es Cre y los sitios de reconocimiento de
recombinasa incluidos en el transgén de infertilidad condicional de la cepa de infertilidad condicional son secuencias de
loxP. En ejemplos ilustrativos, el cruce de un miembro femenino de la cepa de infertilidad condicional que es homocigoto
para el transgén de infertilidad condicional con un miembro masculino de la cepa activadora de la infertilidad que es
homocigoto para el transgén activador de la infertilidad produce embriones de animal roedor con al menos algunas células
germinales que tienen una disrupcion heterédloga del gen de fertilidad. En ejemplos ventajosos, el gen de fertilidad de la
cepa de infertilidad condicional esta localizado en el cromosoma X (es decir un gen de fertilidad ligado a X) y el cruce de
un miembro femenino de la cepa de infertilidad condicional que es homocigoto para el transgén de infertilidad condicional
con un miembro masculino de la cepa activadora de la infertilidad que es homocigoto para el transgén activador de la
infertilidad produce embriones de animal roedor que incluyen embriones masculinos con al menos algunas células
germinales que tienen una disrupciéon homocigota del gen de fertilidad.

Como se describe en la presente memoria, los embriones huésped de roedor que comprenden un gen de fertilidad
disrumpido se crean cruzando: (1) una primera cepa de animal que porta (a) un primer transgén de infertilidad
condicional que comprende un primer gen de fertilidad que se puede disrumpir y (b) un primer transgén activador de
la infertilidad que comprende un gene que disrumpe un segundo gen de fertilidad que se puede disrumpir ("primera
cepa activadora de la infertilidad condicional"); con (2) una segunda cepa de animal que porta (a) un segundo transgén
de infertilidad condicional que comprende el segundo gen de fertilidad que se puede disrumpir y (b) un segundo
transgén activador de la infertilidad que comprende un gen que disrumpe el primer gen de fertilidad que se puede
disrumpir ("segunda cepa activadora de la infertilidad condicional"), en donde el primer transgén activador de la
infertilidad disrumpe especificamente el segundo gen de fertilidad que se puede disrumpir y en donde el segundo
transgén activador de la infertilidad disrumpe especificamente el primer gen de fertilidad que se puede disrumpir,
generando de esta manera embriones huésped de roedor transgénicos que comprenden células germinales que tienen
un gen de fertilidad disrumpido. Excepto para los elementos del primer y segundo transgenes de infertilidad condicional
que median la disrupcion del primer y segundo genes de fertilidad que se pueden disrumpir en presencia de los
transgenes activadores de la infertilidad, los genes de fertilidad de los transgenes de infertilidad condicional son, de
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forma adecuada, los mismos o los correspondientes genes. En estos ejemplos, el cruce de un companero de
reproduccion de la primera cepa activadora de la infertilidad condicional que es homocigota para el primer transgén
de infertilidad condicional y el primer transgén activador de la infertilidad con un comparero de reproduccion de la
segunda cepa activadora de la infertilidad condicional que es homocigota para el segundo transgén de infertilidad
condicional y el segundo transgén activador de la infertilidad produce embriones de animal roedor con al menos
algunas células germinales que tienen una disrupcién homocigota del gen de fertilidad. Los miembros femeninos de
la primera cepa de animal se cruzan con los miembros masculinos de la segunda cepa de animal. Los miembros
masculinos de la primera cepa de animal se cruzan con los miembros femeninos de la segunda cepa de animal.

En algunas realizaciones, el primer transgén de infertilidad condicional comprende el primer gen de fertilidad que se
puede disrumpir conectado operativamente a un promotor y a los primeros sitios de reconocimiento de recombinasa, que
median la disrupcién del primer gen de fertilidad que se puede disrumpir en presencia de una primera recombinasa, y el
primer transgén activador de la infertilidad comprende una secuencia codificadora para una segunda recombinasa unida
operativamente a un promotor, en donde la segunda recombinasa reconoce especificamente los segundos sitios de
reconocimiento de recombinasa. El segundo transgén de infertilidad condicional comprende, de forma adecuada, el
segundo gen de fertilidad que se puede disrumpir conectado operativamente a un promotor y a los segundos sitios de
reconocimiento de recombinasa, que median la disrupcion del segundo gen de fertilidad que se puede disrumpir en
presencia de la segunda recombinasa, y el segundo transgén activador de la infertilidad comprende una secuencia
codificadora para la primera recombinasa unida operativamente a un promotor, en donde la primera recombinasa
reconoce especificamente los primeros sitios de reconocimiento de recombinasa. En ejemplos ilustrativos de este tipo, la
segunda recombinasa codificada por el primer transgén activador de la infertilidad es FLP, los sitios de reconocimiento
de recombinasa incluidos en el primer transgén de infertilidad condicional son secuencias loxP, la primera recombinasa
codificada por el segundo transgén activador de la infertilidad es Cre, y los sitios de reconocimiento de recombinasa
incluidos en el segundo transgén de infertilidad condicional son secuencias Frt. En otros ejemplos ilustrativos, la segunda
recombinasa codificada por el primer transgén activador de la infertilidad es Cre, los sitios de reconocimiento de
recombinasa incluidos en el primer transgén de infertilidad condicional son secuencias Fri, la primera recombinasa
codificada por el segundo transgén activador de la infertilidad es FLP, y los sitios de reconocimiento de recombinasa
incluidos en el segundo transgén de infertilidad condicional son secuencias loxP.

En algunas realizaciones, la segunda recombinasa codificada por el primer transgén activador de la infertilidad es FLP,
los sitios diana incluidos en el primer transgén de infertilidad condicional son secuencias loxP, la primera recombinasa
codificada por el segundo transgén activador de la infertilidad es Cre, y los sitios diana incluidos en el segundo transgén
de infertilidad condicional son secuencias Frt. En algunos ejemplos, el cruce de un miembro femenino de la primera
cepa activadora de la infertilidad condicional que es homocigota para el primer transgén de infertilidad condicional y el
primer transgén activador de la infertilidad con un miembro masculino de la segunda cepa activadora de la infertilidad
condicional que es homocigota para el segundo transgén de infertilidad condicional y el segundo transgén activador
de la infertilidad produce embriones de animal roedor con al menos algunas células germinales que tienen una
disrupcién homocigota del gen de fertilidad.

Como se describe en la presente memoria, pueden crearse embriones de roedores que comprenden un gen de
fertilidad disrumpido cruzando: 1) una primera cepa de animal que porta un gen de fertilidad que se puede disrumpir
("cepa de infertilidad condicional); con 2) una segunda cepa de animal que porta un transgén activador de la infertilidad
que comprende una secuencia de nucledtidos disruptora que codifica una molécula disruptora del gen de fertilidad que
disrumpe el gen de fertilidad que se puede disrumpir ("cepa activadora de la infertilidad"), en donde el disruptor del
gen de fertilidad se selecciona de acidos nucleicos inhibidores (p. ej., ARN inhibidores tales como ARN con sentido o
antisentido, moléculas que median la interferencia de ARN tales como ARNsi, ARNsh, miARN; etc.), polipéptidos
inhibidores (p. ej., anticuerpos, comparieros de union a polipéptidos, polipéptidos negativos dominantes, enzimas, etc.)
o cualquier otra molécula que inhibe la actividad del gen de fertilidad o el nivel o actividad funcional de un producto de
expresion del gen de fertilidad. En estas realizaciones, el transgén activador de la infertilidad comprende, de forma
adecuada, un elemento modulador de la expresiéon unido operativamente a la secuencia de nucleétidos disruptora, en
donde el elemento inhibe condicionalmente la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora y la cepa de
infertilidad condicional porta un transgén activador que inhibe la actividad del elemento modulador de la expresion,
dando lugar a la expresién de la secuencia de nucleétidos disruptora.

Por tanto, cuando un compafiero de reproduccion de la cepa de infertilidad condicional se cruza con un comparero de
reproduccién de la cepa activadora de la infertilidad, se formaran embriones en los que se expresa el transgén activador
dando lugar a la inhibicién del elemento modulador de la expresién y a la desinhibicién de la expresion de la secuencia
de nucledtidos disruptora con la produccién de la molécula disruptora del gen de fertilidad, dando lugar, de esta manera,
a la disrupcion del gen de fertilidad. En estas realizaciones, el cruce de un compariero de reproduccién de la cepa de
infertilidad condicional que es homocigoto para el transgén activador con un comparero de reproduccion de la cepa
activadora de la infertilidad que es homocigoto para el transgén activador de la infertilidad produce embriones de animales
roedores con al menos algunas células germinales que tienen una disrupcién homocigota del gen de fertilidad.

En algunas realizaciones, el elemento modulador de la expresidn inhibe la transcripcion de la secuencia de nucleétidos
disruptora bajo una primera condicion y la disrupcion del elemento modulador de la expresion puede permitir o
aumentar la transcripcion de la secuencia de nucledtidos disruptora bajo una segunda condicién. En algunas
realizaciones, el elemento modulador de la expresién comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p. €j., un
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terminador de la transcripcion) que inhibe la expresion de la secuencia de nucledtidos disruptora y que esta unida
operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa, en donde los sitios de reconocimiento de recombinasa
median la disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de una recombinasa. En ejemplos
ilustrativos de este tipo, el segundo compariero de reproduccién comprende un transgén activador que comprende
una secuencia codificadora para la recombinasa, conectada operativamente a un promotor. El gen de fertilidad del
segundo compafiero de reproduccién es, de forma adecuada, un gen de tipo salvaje. En algunas realizaciones, el
primer compariero de reproduccion es macho y el segundo comparnero de reproduccion es hembra.

En ejemplos ilustrativos de este tipo, la secuencia de nucleétidos disruptora se expresa condicionalmente mediante la
unién operativa de la secuencia de nucledtidos disruptora a un sistema de regulacion transcripcional inducible. Los
transactivadores producidos a partir del transgén activador interaccionan especificamente con secuencias preparadas
por ingenieria en elementos reguladores conectados operativamente a la secuencia de nucleétidos disruptora para inducir
la transcripcion de esa secuencia de nucleotidos en presencia de un producto de expresion del transgén activador. Por
tanto, en estas realizaciones, el transgén activador comprende tipicamente una secuencia de acido nucleico que codifica
un inductor transcripcional y el elemento modulador de la expresién comprende un sitio de unién para el inductor
transcripcional que esta conectado operativamente al promotor de la secuencia de nucleétidos disruptora, mediante lo
cual la produccién del inductor transcripcional causa un incremento o elevacion de la expresion de la secuencia de
nucledtidos disruptora y del nivel o actividad funcional de la molécula disruptora del gen de fertilidad. En ejemplos
representativos de este tipo, el inductor transcripcional comprende (a) al menos un dominio de activacion transcripcional,
y (b) al menos un dominio de unién a ADN que se une a, o interacciona de otra forma con, el promotor que esta conectado
operativamente a la secuencia de nucledtidos disruptora y con el que interacciona el dominio o dominios de uniéon a ADN
para activar la transcripcién de la secuencia de nucleétidos disruptora. En operacion, la transcripcion del transgén
activador da lugar a la produccién del inductor transcripcional que, a su vez, interacciona a través de su dominio o
dominios de unién a ADN con el promotor de la secuencia de nucleétidos disruptora y mediante su dominio de activacion
transcripcional con la maquinaria transcripcional para activar la transcripcion de la secuencia de nucleétidos disruptora,
lo que da lugar a un incremento o elevacion del nivel o actividad funcional de la molécula disruptora del gen de fertilidad.

Los ejemplos no limitativos de dominios de activacion transcripcional incluyen el dominio de transactivacién acido
(TAD) de HSV1-VP16 (p. ej., aminoacidos 406 a 488, Triezenberg et al., 1988, Genes & Development 2:718-729;
Triezenberg, 1995, Current Opinions in Genetics and Development 5: 190-196; o aminoacidos 413 a 490, Regier et
al., 1993, Proc Nat/ Acad Sci U S A. 90(3):883-887; 0 aminoacidos 411 a 487; o aminodacidos 453-499; o aminoacidos
413 a 454; o aminoéacidos 410 a 452, Walker et al., 1993, Mol Cell Biol. 13(9): 5233-5244; aminoacidos 411 a 455,
Nettelbeck et al., 1998, Gene Ther. 5(12): 1656-1664), el dominio de activacion de Oct-2 (p. €j., aminoacidos 438 a
479, Tanaka et al., 1994, Mol Cell Biol. 14(9): 6046-6055; o aminoacidos 3 a 154, Das et al., 1995, Nature. 374(6523)
:657-660), el dominio de activacion de SP1 (p. ej., aminoacidos 340 a 485, Courey y Tijan, 1988, Cell. 55(5):887-898),
el dominio de activacién de NFY (p. ej., aminoacidos 1 a 233, Li et al., 1992, J Biol Chem. 267(13) :8984-8990; van
Hujisduijnen et al., 1990, EMBO J. 9(10) :3119-3127; Sinha et al., 1995, Proc Nat/ Acad Sci U S A. 92(5): 1624-1628;
Coustry et al. 1995, J Biol Chem. 270(1) :468- 475), el dominio de activacion de ITF2 (p. ej., aminoacidos 2 a 452,
Seipel et al., 1992, EMBO J. 11(13) :4961-4968), el dominio de activacion de c-Myc (p. ej., aminoacidos 1 a 262, Eilers
etal. 1991, EMBO J. 10(1): 133-141), el dominio de activacion de CTF (p. ej., aminoacidos 399 a 499, Mermod et al.,
1989, Cell58(4): 741-753; Das y Herr, 1993, J Biol Chem 268(33):25026-25032) o el dominio de activacion de P65 (p.
ej., aminoacidos 286-550). En algunas realizaciones, el dominio de unién a ADN se selecciona del dominio de unién
a ADN de la proteina Gal4 (p. ej., aminoacidos 1 a 147, Chasman y Komberg, 1990, Mol Cell Biol. 10(6): 2916-2923),
el dominio de unién a ADN de la proteina LexA (p. ej., aminoacidos 1 a 81, Kim et al., 1992, Science 10;255(5041):
203-206; o aminoacidos 2-202; o la proteina LexA completa, p. €j., aminoacidos 1 a 202, Brent y Ptashne, 1985, Cell
43(3 Pt 2): 729-736), el dominio de unién a ADN de la proteina represora de lac (Lacl) (p. ej., Brown et al., 1987, Cell
49(5) :603-612; Fuerst et al., 1989, Proc Natl Acad Sci U S A. 86(8): 2549-2553), el dominio de unién a ADN de la
proteina represora de tetraciclina (TetR) (p. ej., Gossen et al., 1992, Proc Natl Acad Sci U S A. 89(12): 5547-5551;
Dingermann et al., 1992, EMBO J. 11(4): 1487-1492) o el dominio de unién a ADN de la proteina ZFHD1 (p. €.,
Pomerantz et al., 1995, Science 267(5194) :93-96). Generalmente, es ventajoso afadir una sefial de localizacion
nuclear (NLS) al extremo 3' del dominio de unién a ADN.

El promotor que estd conectado operativamente a la secuencia de nucleétidos disruptora de forma adecuada
comprende una secuencia que actla en cis con la que interacciona el inductor transcripcional, La secuencia que actla
en cis comprende una secuencia de union para el inductor transcripcional y particularmente para su dominio de unién
a ADN. La secuencia de unién, por lo tanto, depende de la eleccién del dominio de union a ADN del factor de
transcripcion usado para el sistema de expresion, e incluye, pero no esta limitada a; (A) una secuencia de unién para
la proteina Gal4 tal como, pero no limitada a: la secuencia de nucleétidos: 5'-CGGACAACTGTTGACCG-3 ' [SEQ ID
NO: 3] como se describe, por ejemplo, por Chasman y Kornberg (1990, supra); o la secuencia de nucleétidos: 5'-
CGGAGGACTGTCCTCCG-3' [SEQ ID NO: 4]; o la secuencia de nucleétidos: 5-CGGAGTACTGTCCTCCG-3' [SEQ
ID NO: 5] como se describe, por ejemplo, por Giniger et al. (1988, Proc Natl Acad Sci U S A. 85(2): 382-386); (B) una
secuencia de union para la proteina Gal4 tal como, pero no limitada a: la secuencia de nuclettidos: 5'-
TACTGTATGTACATACAGTA-3' [SEQ ID NO: 6]; o el operador LexA como se describe, por ejemplo, por Brent y
Ptashne (1984, Nature 312(5995): 612-615); (C) un operador /ac tal como, pero no limitado a, la secuencia de
nucleétidos: 5'-GAATTGTGAGGCTCACAATTC-3' [SEQ ID NO: 7], al que se une la proteina represora Lacl, como se
describe, por ejemplo, por Fuerst et al. (1989, supra) y Simons et al. (1984, Proc Natl Acad Sci U S A. 81(6): 1624-

59



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 886 146 T3

1628); (D) un operador de tetraciclina (tet 0) tal como, pero no limitado a, la secuencia de nucleétidos: 5'-
TCGAGTTTACCACTCCCTATCAGTGATAGAGAAAAGTGAAAG-3' [SEQ ID NO: 8] al que se une la proteina
represora de tetraciclina (TetR); (E) una secuencia de unién para la proteina ZFHD-1 tal como, pero no limitada a: la
secuencia de nucleétidos: 5-TAATGATGGGCG-3 ' [SEQ ID NO: 9] como se describe, por ejemplo, por Pomeranz et
al. (1995, supra); (F) una secuencia de union para la proteina c-Myc tal como, pero no limitada a: 5'-
GGAAGCAGACCAGCTGGTCTGCTTCC-3' [SEQ ID NO: 10].

En otras realizaciones, la expresién condicional de la secuencia de nucleétidos disruptora esta regulada por un sistema
de recombinasa que se usa para activar la expresion de esa secuencia. En ejemplos no limitativos de este tipo, el
sistema de recombinasa comprende una secuencia interviniente interpuesta entre un promotor y la secuencia de
nucleétidos disruptora, que suprime o disrumpe de otra forma la transcripcion de la secuencia de nucleétidos disruptora
a partir del promotor. De forma adecuada, la secuencia interviniente comprende un terminador transcripcional que
inhibe o suprime de otra forma la transcripcion de secuencias aguas abajo. De forma deseable, la secuencia
interviniente comprende sitios de reconocimiento de recombinasa que son reconocidos especificamente por una
recombinasa especifica de sitio codificada por el transgén activador, para disrumpir la secuencia interviniente en
presencia de la recombinasa y para hacer, de esta manera, que la secuencia de nucleétidos disruptora esté unida
operativamente con el promotor y para permitir la transcripcion de esa secuencia. Alternativamente, el sistema de
recombinasa comprende un transgén partido o dividido que incluye una parte aguas arriba y una parte aguas abajo
de la secuencia de nucleétidos disruptora y una secuencia interviniente escindible, que esta interpuesta entre las
partes aguas arriba y aguas abajo. La parte aguas arriba esta conectada operativamente a un promotor, pero la
secuencia interviniente inhibe o suprime de otra forma la transcripcion de la parte aguas abajo, evitando de esta
manera la expresién de una molécula disruptora funcional del gen de fertilidad. La produccién de una recombinasa
especifica de sitio por la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora escinde la secuencia interviniente
escindible para dar lugar, de esta manera, a una secuencia de nucleétidos disruptora de longitud completa que se
puede transcribir que permite la produccién de una molécula disruptora funcional del gen de fertilidad.

Por tanto, en algunos ejemplos como se ha indicado anteriormente, los cruces daran lugar a la generacién de
embriones de roedor, que comprenden en su linea germinal una disrupcion del gen de fertilidad, en los que, de forma
adecuada, ambos alelos del gen de fertilidad estan disrumpidos y en los que esta inhibida la fertilidad (p. ej.,
espermatogénesis o funcion del esperma).

La presente invencion también abarca parejas de reproduccién de animales roedores como se ha descrito
anteriormente y en otro lugar de la presente memoria.

3.3 Células pluripotentes de roedor donantes

Las células pluripotentes de roedor donantes generalmente son capaces de diferenciarse en células germinales, tales
como células ES, células germinales epi, células EG y células iPS. En realizaciones especificas, la célula pluripotente
de roedor es una célula ES. Las células pluripotentes de roedor donantes pueden modificarse genéticamente y en
ejemplos ilustrativos de este tipo comprenden un transgén. El transgén puede introducirse en una célula pluripotente
usando vectores que facilitan la introduccion del transgén en el genoma de la célula pluripotente (p. €j., por integracion
aleatoria o recombinaciéon homéloga), métodos ilustrativos de lo cual se describen en Transgenic Mouse: Methods and
Protocols (Hofker, MH., 2003. Methods Mol Biol. 209: 1-8), Advanced Protocols for Animal Transgenesis (2011, editado
por S. Pease y T. L. Saunders, Springer Protocols Handbooks) y Transgenic Animals, Generation and Use (1997,
editado por L. M, Houdebine, Hardwood Academic Publishers).

Una célula pluripotente de roedor donante puede ser una célula pluripotente masculina (XY) o una célula pluripotente
femenina (XX), o una célula pluripotente XO. En realizaciones especificas, la célula pluripotente de roedor donante es
una célula pluripotente masculina. Las células pluripotentes masculinas (XY), femeninas (XX) y XO pueden
introducirse en embriones huésped preimplantacién usando cualquier técnica adecuada.

En algunas realizaciones, las células pluripotentes de roedor donante son células iPS.
3.4 Embriones huésped de roedor

Los embriones huésped que pueden usarse para introducir células pluripotentes son embriones de roedor. Segun
algunas realizaciones de la presente invencién, el embrién huésped es un embriéon de roedor, particularmente un
embrion de raton o rata. Generalmente, el embrién huésped de roedor es de la misma especie que la célula
pluripotente. Sin embargo, en algunos ejemplos, el embriéon huésped de roedor es de una especie animal diferente (p.
ej., especie de mamifero diferente) que la célula pluripotente. El embrién huésped de roedor en el que se introduce la
célula pluripotente es generalmente un embrién huésped de roedor preimplantacién, incluyendo un embrién que esta
en un estadio de 2 células, un estadio de 4 células, un estadio de 8 células, un estadio de 16 células, un estadio de
32 células, un estadio de 64 células, una mérula o un blastocisto. En algunas realizaciones, el embriéon huésped de
roedor preimplantacién se selecciona de un embrién en estadio de pre-morula, estadio de mérula, un estadio de moérula
no compactado, un estadio de mérula compactado y un estadio de blastocisto. En algunas realizaciones, el embrion
huésped de roedor preimplantacion se selecciona de los estadios de edad embrionaria E1, E1.5, E2, E2.5, E3 y E3.5
para embriones de ratén. De forma adecuada el embrion huésped de roedor preimplantacion se selecciona de
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embriones huésped que tienen un estadio de desarrollo seleccionado de un Estadio de Theiler 2 (TS2), un TS3, un
TS4, un TS5y un TS6, con referencia a los estadios de Theiler como se describe en Theiler (1989) The House Mouse:
Atlas of Mouse Development, por Theiler Springer- Verlag, NY. En realizaciones especificas, el embrién huésped de
roedor preimplantacién se selecciona de los estadios de Theiler TS3, TS4 y TS5. En otras realizaciones especificas,
el embrién huésped de roedor preimplantacion es una mérula. En otras realizaciones especificas mas, el embrién
huésped de roedor preimplantacién es un blastocisto.

Generalmente, se introducen una o mas (p. €j., 1,2, 3,4,5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16) células pluripotentes
de roedor donantes en un embrién huésped de roedor preimplantacion (p. €j., de raton o rata) que, de forma adecuada,
es un embrién en estadio de 2 células, estadio de 4 células, estadio de 8 células, estadio de 16 células, estadio de 32
células, estadio de 64 células, una moérula o un blastocisto. En algunas realizaciones, el embrion huésped
preimplantaciéon es un blastocisto y el nimero de células pluripotentes donantes introducido es 6 a 12 células. En
ejemplos ilustrativos de este tipo, el embrién huésped es un embrion en estadio de 8 células y el nimero de células
pluripotentes donantes es 2 a 10 células.

3.5 Introduccién de la célula pluripotente en el embrion huésped

Puede usarse cualquier método adecuado para introducir una célula pluripotente de roedor donante en un embridn
huésped de roedor preimplantacion. Por ejemplo, se seleccionan grupos de células pluripotentes donantes simples
usando una aguja de vidrio finamente prolongada (20-25 micrometros de didametro interno) y se introducen a través de
la zona pelucida del embrién para embriones en estadio temprano y en la cavidad de los blastocistos (blastocele)
usando un microscopio invertido equipado con micro-manipuladores para los blastocistos. Se inyectan
aproximadamente 9-10 células madre (células madre ES o iPS o epi) por blastocistos, o embridon en estadio de 8
células, 6-9 células madre por embrién en estadio de 4 células, y aproximadamente 6 células madre por embrién en
estadio de 2 células. La inyeccion de las células madre puede estar asistida por un laser o pulsos piezoeléctricos con
apertura por perforacién de la zona pellcida. (véase, Kraus et al., 2010, Genesis 48: 394- 399). Alternativamente, las
células madre pueden agregarse con la moérula o inyectarse en embriones en estadio temprano (p. €j., de 2 células, 4
células, 8 células, premoérula o mérula) con o sin la zona pellcida.

3.6 Gestacion de embriones, animales quiméricos y descendencia

La gestacion de los embriones en condiciones adecuadas para el desarrollo de los embriones se realiza segun la
metodologia estandar. Los embriones de roedor que incluyen las células pluripotentes de roedor donantes se implantan
en hembras pseudoprefiadas como se conoce en la técnica (véase, Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory
Manual, 32 edicion (A. Nagy et al. 2002, CSHL Press, ISBN-10: 0879695919; Nagy et al., 1990, Development 110, 815-
821; Pat. de EE. UU. No. 7.576.259, Pat. de EE. UU. No. 7.659.442, Pat. de EE. UU. No. 7.294.754, Kraus et al. 2010,
Genesis 48, 394-399). Brevemente, en realizaciones de roedores especificas, los roedores hembra fértiles entre 6-8
semanas de edad se cruzan con machos roedores vasectomizados o estériles para inducir un estado hormonal receptivo
para soportar a los embriones de roedor introducidos artificialmente. Dichas hembras se denominan pseudoprefiadas.
En 2,5 dpc, se introducen (implantan) hasta 15 de los blastocistos que contienen células madre en el cuerno uterino. Para
embriones en estadio temprano y mérula, dichos embriones se cultivan in vitro en blastocistos o se implantan en 0,5 dpc
o 1,5 dpc en hembras pseudoprefiadas segun el estadio del embrién en el oviducto.

Los animales roedores quiméricos se desarrollaron a partir de embriones de roedor implantados desarrollados a
término después de la transferencia, dependiendo el nacimiento de la edad del embrién en la implantacién y de la
especie. Se producen dos tipos de animales no humanos quiméricos por este proceso: aquellos que comprenden
células germinales o gametos enddgenos con un gen de fertilidad disrumpido, que derivan generalmente del embrién
huésped de roedor, y aquellos que comprenden células germinales o gametos con un gen de fertilidad funcional, que
derivan generalmente de la célula pluripotente de roedor donante.

Cuando estos animales roedores quiméricos se cruzan para generar descendencia con animales roedores cognados
que comprenden un gen de fertilidad funcional, los animales roedores quiméricos que comprenden células germinales
0 gametos enddgenos que tienen un gen de fertilidad disrumpido tendran una fertilidad alterada o inhibida, y, por tanto,
no produciran descendencia o produciran muy poca descendencia. Sin embargo, los animales roedores quiméricos
que comprenden células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de roedor donante tendran una
fertilidad normal o no alterada, aumentando de esta manera la produccién de la primera camada de crias que
comprende células germinales o gametos derivados de la célula pluripotente de roedor donante.

Pueden aplicarse herramientas analiticas estandar para ensayar la identidad del esperma o la descendencia. Los
métodos incluyen, pero no estan limitados a, secuenciacion, analisis por transferencia Southern, andlisis de SNP,
tecnologias de PCR, asi como marcadores proteicos, marcadores del color del pelaje, analisis de isozimas (p. €j., GPI,
andlisis de isozimas de la glucosa fosfato isomerasa) y deteccion de cualesquiera genes informadores o transgenes
presentes en las células madre usando métodos estandar muy establecidos en la técnica.

Los gametos de la primera camada de crias pueden recogerse y usarse para fertilizacion in vitro (IVF) o inseminacion
artificial (Al). Los gametos aislados de la primera camada de crias también pueden crioconservarse y almacenarse
usando métodos conocidos en la técnica. Alternativamente, las células germinales de la primera camada de crias
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pueden recogerse, madurarse in vitro o in vivo y usarse para fertilizacion in vitro o inseminacion artificial.

La metodologia de IVF esta bien establecida. Véase, por ejemplo, Nagy et al. (2002, Manipulating the Mouse Embryo:
A Laboratory Manual, 32 edicion, CSHL Press). La IVF comprende generalmente recoger ovocitos y esperma de una
hembra y un macho respectivamente, fertilizar los ovocitos de la hembra con esperma del macho y mantener los
ovocitos fertilizados resultantes en condiciones adecuadas para el desarrollo de los ovocitos fertilizados en embriones.
Los embriones pueden recogerse en diferentes estadios. La hembra puede someterse a superovulacién antes de
recoger los ovocitos para IVF. La fertilizacion puede conseguirse por IVF, inyeccion intracitoplasmica de esperma o
perforacion de la zona pellcida. Véase, por ejemplo, Nagy et al. (2002, supra); Byers et al. (2006, Theriogenology 65:
1716-26); Ostermeier et al. (2008, PLOS One 3(7):€2792). La IVF puede ser una herramienta util para incrementar los
nuameros de embriones obtenidos a partir de una Unica hembra.

La inyeccion intracitoplasmica de esperma (ICSl) puede usarse para mejorar las tasas de fertilizacién o para conseguir
la fertilizacién. El procedimiento de ICSI implica la eliminacién de las células del cimulo que rodean a los ovocitos y
la inyeccién del esperma o espermatidas haploides en los ovocitos, habitualmente mediante una pipeta de vidrio
(véase, Kimura et al., 1995, Biol Reprod. 53(4): 855-62). Las espermatidas, células madre espermatogoniales y células
germinales masculinas pueden diferenciarse in vitro y usarse entonces para la ICSI (Marh et al., 2003, Biol Reprod
69(1): 169-76; Movahedin et al., 2004, Andrologia 36(5): 269-76; Ogura et al., 1996, J Assist Reprod Genet. 13(5):4-
31-4; Shinohara et al., 2002, Hum Reprod 17(12):3039-45; Chuma et al., 2005, Development 132(1): 117-22).

Como una alternativa a la recogida de ovocitos maduros para IVF de una hembra, puede obtenerse ovocitos inmaduros
y dejar que maduren in vitro, una técnica conocida como "maduracion in vitro". En otras realizaciones, pueden aislarse
foliculos, p. €j., foliculo primario o células germinales de la hembra y cultivarse in vitro para obtener ovocitos Utiles
para la fertilizacion. En mamiferos, solo una pequeia fraccion de los ovocitos inmaduros se desarrolla en ovocitos
maduros; el resto degenera y muere. Mediante el aislamiento de ovocitos inmaduros de animales y dejar que maduren
in vitro, se pueden obtener muchos mas ovocitos adecuados para IVF a partir de una hembra dada en un marco de
tiempo corto. Se sabe que los ovocitos de mamiferos experimentan maduracion in vitro. En el caso de ratones, ganado
y otros mamiferos, los ovocitos madurados in vitro se han fertilizado in vitroy han dado lugar a una descendencia sana
normal cuando los embriones se transfirieron a un utero apropiado (Schroeder et al., 1984, Dev. Biol. 102:493; Sirard
et al., 1988, Biol, Reprod. 39: 546). La técnica de maduracion in vitro es muy conocida en la técnica. Véase, por
ejemplo, Chiu et al. (2003, Human Reprod. 18: 408-416) y O'Brien et al. (2003, Biol. Reprod. 68: 1682-1686).

La inseminacion artificial es un proceso de fertilizacién de animales hembra por la inyeccion o aplicaciéon manual de
esperma. En dicho procedimiento, los animales macho no se requieren en el momento de la inseminacién; puede
usarse esperma almacenado obtenido de los animales (véase, Wolfe, 1967, Lab Anirn Care 17(4):426-32 y Sato et al.,
2002, J Assist Reprod Genet. 19(11): 523-30).

Otros métodos que pueden usarse para generar descendencia viva de la primera camada de crias incluyen la
recuperacion quirdrgica de ovocitos, transferencia ovarica, division ovarica, transferencia de fragmento ovérico,
maduracion de ovocitos in vitro, foliculos, células madre espermatogoniales, diferenciacion de células germinales in
vitro, y diferenciacion de células primordiales in vitro.

Se recogen los gametos de una primera camada de crias machos. Se recogen las células germinales o células
pluripotentes espermatogoniales de una primera camada de crias machos. Las células germinales o células
pluripotentes espermatogoniales se crioconservan. Como se describe en la presente memoria, la primera camada de
crias hembras se usa para producir descendencia por reproduccion. Se aislan los gametos de la primera camada de
crias hembras. En ejemplos ilustrativos de este tipo, se aislan los ovarios de la primera camada de crias hembras. En
otros ejemplos ilustrativos, se crioconservan los gametos u ovarios de la primera camada de crias hembras.

Con el fin de que la invencién pueda entenderse facilmente y ponerse en efecto practico, se describiran ahora
realizaciones preferidas particulares mediante los siguientes ejemplos no limitativos.

Ejemplos
Ejemplo 1
Generacién de ratones con inactivacién condicional de GILZ (Tsc22d3)

Se construyé un vector de direccionamiento para flanquear el exén 4 (ENSMUSE00000815383) del gen Tsc22d3 de
raton (ENSMUSG00000031431) con sitios loxP mediante recombinacion homologa. La recombinacién mediada por la
recombinasa Cre de los sitios loxP da lugar a la delecion del exén 4 (p. €j., del transcrito Tsc22d3-006 con el siguiente
No. de acceso Vega OTTMUST00000045354). La CDS del ex6n 4 codifica la secuencia completa del dominio TSC22
(PF01166). En la Figura 1 se muestra una visién global esquematica del vector de direccionamiento.

Se insertd un casete de seleccién de neomicina (neo) para la seleccion en células ES aguas abajo del exén 4. El
casete de seleccion estaba flanqueado por sitios FRT para permitir la eliminacion por la recombinaciéon mediada por
FLP. Se insertaron sitios loxP individuales aguas arriba del exdn 4 y aguas abajo del casete de seleccion. Los brazos
de homologia en 5' y 3' del vector eran aproximadamente de 8,0kb y 6,0kb, respectivamente.
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El vector de direccionamiento linealizado se electropord en células ES Bruce4. Los clones resistentes a neomicina se
seleccionaron y se cribaron por analisis por transferencia Southern para identificar los clones dirigidos correctamente.
Estos clones se inyectaron en blastocistos BALB/c que se transfirieron posteriormente en hembras adoptivas
pseudoprefiadas CBB6F1. Las quimeras resultantes se cruzaron con hembras C57BL/6. Su descendencia se
seleccion6 por el color del pelaje y se analizé adicionalmente por analisis por transferencia Southern. El casete de
neomicina se elimind cruzando los ratones dirigidos con una cepa de recombinasa FLPe C57BL/6.

Ejemplo 2

Generacion de ratones diana usando ratones hembra con inactivacién condicional de Tsc22d3 como donantes de
blastocistos

Se inyecté a ratones hembra de 21 a 25 dias de edad con inactivacion condicional de Tsc22d3 en un fondo C57BL/6
suero de yegua prefiada. Dos dias después, se inyectd a los ratones gonadotropina coriénica humana y se cruzaron
durante 24 h con machos con recombinasa Cre C57BL/6. Seis dias después de la primera inyeccidn, los blastocistos
se extraen de las hembras con inactivacién condicional de Tsc22d3. Estos blastocistos se usan como receptores para
la microinyeccién de células ES dirigidas de BALB/c y los blastocistos microinyectados se transfieren a hembras
adoptivas pseudoprefiadas CBB6F1. Las quimeras resultantes se cruzan con hembras BALB/c. Se espera que las
quimeras macho con testiculos derivados de células de blastocistos sean estériles.

Ejemplo 3
Generacion de ratones con inactivacion condicional como donantes de blastocistos

La inactivacién condicional de una Variante del Alelo A del gen de fertilidad ROSA26 contiene una secuencia de
nucleétidos que codifica una molécula disruptora (p. €j., ARNsh que tiene un transcrito de un gen de fertilidad como
diana, anticuerpo dirigido frente a una proteina que esta codificada por un gen de fertilidad, etc.). Un casete de Parada
flanqueado por sitios loxP inhibe la expresién de la molécula disruptora. Un vector de direccionamiento ilustrativo para
preparar un Alelo A de ROSA26 dirigido se muestra en la Figura 2.

La Variante del Alelo B de ROSA26 contiene la CDS para una recombinasa Cre. Un ejemplo no limitativo de un vector
de direccionamiento para preparar un Alelo B de ROSA26 dirigido se muestra en la Figura 3.

El compariero de reproduccion uno es homocigoto para la Variante del Alelo A de ROSA26.
El comparero de reproduccién dos es homocigoto para Variante del Alelo B de ROSA26.
El compariero de reproduccién uno puede ser macho o hembra. El compafiero de reproduccion dos vice versa.

La descendencia del cruce del Compariero de reproduccion uno con el Compariero de reproduccién dos dara lugar a
embriones con una Variante del Alelo A de ROSA26 y una Variante del Alelo B de ROSA26, como, por ejemplo, se
muestra en la Figura 4. La recombinasa de la Variante del Alelo B de ROSA26 eliminara el casete de PARADA en la
Variante del Alelo A de ROSA26 y, de esta manera, iniciara la expresion de la molécula disruptora. La molécula
disruptora darda lugar ahora a una inactivacion funcional del gen de fertilidad diana.

Ejemplo 4

Introduccion de células pluripotentes en embriones con gen de fertilidad dirigido y produccion de la primera camada
de crias

Materiales y métodos

Se inyecté a ratones hembras C57BL/6 Tsc22d3 conKO/conKO o ratones hembras control wt (BALB/c x C57BL/6
albino, aguti en el caso de células ES Bruce4 dirigidas C57BL/6 y C57BL/6 en el caso de células ES dirigidas BALB/c)
suero de yeguas prefiadas (PMS) a los 21-25 dias de edad. Dos dias después, se aplicé una inyeccion posterior de
gonadotropina coridénica humana (HCG). En el mismo dia, los ratones hembras C57BL/6 Tsc22d3 conKO/conKO o los
ratones BALB/c x C57BL/6 albinos, aguti wt (control) se cruzaron con ratones machos con un knock-in (Kl) de la
recombinasa Cre en el locus de ROSA26 (cre/cre) o ratones machos wt (control) respectivamente (el fondo de los
ratones machos control era C57BL/6 en el caso de células ES dirigidas BALB/c y BALB/c en el caso de células ES
Bruce4 dirigidas C57BL/6). Al dia siguiente, los compafieros del cruce se separaron. Los blastocistos resultantes del
cruce se recogieron 3 dias después de la separacién y se usaron para inyeccion de células ES dirigidas BALB/c y
células ES Bruce4 dirigidas C57BL/6. Los blastocistos modificados se transfirieron a receptores CBB6F1.
Aproximadamente 9 semanas después, la descendencia quimérica masculina se cruz6 con ratones hembras BALB/c
en el caso de células dirigidas BALB/c y con ratones hembras C57BL/6 en el caso de células Bruce4 dirigidas C57BL/6.
La descendencia se valord para el color del pelaje a los 10 dias de edad y se genotipé a los 21 dias de edad por
analisis de transferencia Southern.
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Resultados
Inyeccién de una linea de células ES dirigida BALB/c

Los blastocistos Tsc22d3 KO/KO inyectados se trasfirieron a tres receptores y dieron lugar a 16 quimeras de las cuales
11 fueron machos que se usaron para una reproduccion adicional. Cinco quimeras de bajo porcentaje no produjeron
descendencia. Las seis quimeras restantes produjeron 181 crias en total. 146 de estos animales se valoraron para el
color del pelaje, 35 no se determinaron. Los 146 animales valorados (100 %) tenian un color de pelaje blanco como
se esperaba para los animales que derivaron de células ES dirigidas BALB/c (véase la Figura 5).

Sesenta y tres de estos 146 animales se genotiparon con andlisis de trasferencia Southern (véase la Figura 6,
transferencia Southern). Treinta y un (49 %) animales se determinaron como wt/dirigidos y 32 (51 %) como ratones wt/wt.

Como un control, también se inyectd la misma linea de células ES BALB/c en blastocistos wt BALB/c x C57BL/6 albino
y se trasfirieron a 14 receptores. Esto dio lugar a un total de seis quimeras de las cuales cinco fueron machos y una
hembra. Las 5 quimeras macho produjeron un total de 155 crias. Ciento diecinueve de estos animales se valoraron
para el color del pelaje. Sesenta (50 %) ratones tenian un color de pelaje blanco (derivados de células ES) y 59 (50
%) un color de pelaje aguti (derivados de blastocistos).

Inyeccion de una linea de células ES Bruce4 dirigida CS7BL/6

Los blastocistos Tsc22d3 KO/KO inyectados se trasfirieron a dos receptores y dieron lugar a un total de tres quimeras
de las cuales tres fueron machos. Las quimeras produjeron diez crias en total. Como el fondo de los blastocistos
Tsc22d3 KO/KO (que se usaron para generar las quimeras) es C57BL/6xBALB/c F1 y las células ES inyectadas estan
en un fondo Bruce4 C57BL/6, no fue posible el fenotipado basado en el color del pelaje. En lugar de esto, se
genotiparon ocho ratones por analisis de transferencia Southern de los cuales cuatro (50 %) se determinaron como
wt/dirigidos y cuatro (50 %) como ratones wt/wt. Esto se correlaciona exactamente con la relacién de ratones
wt/dirigidos frente a ratones wt/wt que se espera si la descendencia de las quimeras deriva solo de la célula ES dirigida.

Como un control, también se inyectd la misma linea de células ES Bruce4 C57BL/6 en blastocistos wt BALB./c x
C57BL/6 albino, aguti y se transfirieron a 11 receptores. Esto dio lugar a un total de 13 quimeras de las cuales ocho
fueron macho y cinco hembras. Las ocho quimeras macho produjeron un total de 324 crias. Ciento cuarenta y nueve
de estos animales se valoraron para el color del pelaje. Cincuenta y dos (35 %) ratones tenian un color de pelaje negro
(derivados de células ES) y 97 (65 %) un color de pelaje aguti (derivados de blastocistos).

Por tanto, el uso de blastocistos Tsc22d3 KO/KO como huéspedes de una linea de células ES modificada
genéticamente mejora significativamente la transmision de la linea germinal de la modificacion genética a los animales
de la progenie. Siguiendo este experimento, se han conseguido mejorias comparables en la transmision de la linea
germinal para otras ocho lineas de células ES que portan diferentes modificaciones genéticas.

La cita de cualquier referencia en la presente memoria no debe considerarse como una admisién de que dicha
referencia esté disponible como "Técnica Anterior" a la presente solicitud.

A lo largo de la memoria descriptiva, el objetivo ha sido describir las realizaciones preferidas de la invencion sin limitar
la invencién a ninguna realizacion o coleccién especifica de caracteristicas. Los expertos en la técnica apreciaran, por
lo tanto, que, a la vista de la presente descripcion, pueden hacerse diversas modificaciones y cambios en las
realizaciones particulares ejemplificadas sin apartarse del alcance de la presente invencion. Se pretende que todas
estas modificaciones y cambios estén incluidos en el alcance de las reivindicaciones adjuntas.

64



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2 886 146 T3

REIVINDICACIONES

1. Un embrién huésped de roedor preimplantacién caracterizado por una disrupcion de un gen de fertilidad,
comprendiendo el embriéon huésped preimplantacién una célula pluripotente de roedor donante que carece de la
disrupcion del gen de fertilidad, en donde la célula pluripotente donante comprende ademas opcionalmente una
modificacion genética en su genoma, en donde el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X y en donde el
gen de fertilidad disrumpido inhibe la fertilidad masculina.

2. Un embrién huésped de roedor preimplantaciéon segun la reivindicacién 1, en donde la célula pluripotente es una
célula pluripotente masculina o una célula madre que es opcionalmente una célula madre embrionaria (ES).

3. Un embrién huésped de roedor preimplantacion segun la reivindicaciéon 1 o 2, en donde el gen de fertilidad modula
la espermatogénesis.

4. Un embrién huésped de roedor preimplantacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el
gen de fertilidad es GILZ.

5. Un embrién huésped de roedor preimplantacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el
embriéon huésped de roedor es macho.

6. Un embrién huésped de roedor preimplantacion segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde el
embrion huésped de roedor es un embrion en estadio de 8 células o un blastocisto.

7. Un método para generar un roedor o un roedor quimérico, comprendiendo el método las etapas de: a) usar un
embrion huésped de roedor preimplantacién segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6; y b) permitir que el
embrion huésped de roedor de la etapa a) que ha sido transferido a un roedor pseudoprefiado se desarrolle y nazca,
generando de esta manera un roedor.

8. Un roedor sustitutivo o adoptivo que comprende un embrién huésped de roedor caracterizado por una disrupcién
de un gen de fertilidad, comprendiendo el embrién huésped una célula pluripotente de roedor donante que carece de
la disrupcion del gen de fertilidad, en donde la célula pluripotente donante comprende ademas opcionalmente una
modificacién genética en su genoma, en donde el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X y en donde el
gen de fertilidad disrumpido inhibe la fertilidad masculina.

9. Un roedor sustitutivo o adoptivo segun la reivindicacién 8, en donde el gen de fertilidad es GILZ.

10. Un método para producir un roedor quimérico, comprendiendo el método (1) usar un embrién de roedor
preimplantaciéon segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en donde la célula pluripotente comprende una
modificacion genética; y (2) permitir que el embrién huésped de roedor de (1) que ha sido transferido a un roedor
pseudoprefiado se desarrolle y nazca, generando de esta manera un roedor quimérico con un gen de fertilidad
disrumpido y la modificacién genética en su linea germinal y en donde el roedor quimérico es opcionalmente un roedor
quimérico macho.

11. Un roedor quimérico que deriva de un embrion huésped de roedor preimplantacién segun una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, en donde el roedor quimérico comprende células germinales o gametos endégenos que
comprenden un gen de fertilidad disrumpido o en donde el roedor quimérico comprende células germinales o gametos
derivados de la célula pluripotente donante que no comprenden un gen de fertilidad disrumpido.

12. Un sistema para mejorar la transmision de la linea germinal de una célula pluripotente de roedor donante, sistema
que comprende:

una pareja de reproducciéon de roedores, que comprende: 1) un primer companero de reproduccion que comprende
un gen de fertilidad que se puede disrumpir por una molécula disruptora del gen de fertilidad ("un gen de fertilidad que
se puede disrumpir"), en donde el gen de fertilidad que se puede disrumpir esta conectado operativamente a un
promotor, en donde el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X, en donde la disrupcién del gen de fertilidad
inhibe la fertilidad masculina y en donde el primer comparero de reproduccién es homocigoto para el gen de fertilidad
que se puede disrumpir, y 2) un segundo compafiero de reproduccion que comprende un transgén disruptor que
comprende una secuencia de nucleétidos que codifica la molécula disruptora del gen de fertilidad ("una secuencia de
nucleétidos disruptora”), en donde la secuencia de nucleotidos disruptora esta unida operativamente a un promotor,
en donde el primer compafiero de reproduccién es hembra y el segundo compafiero de reproduccién es macho; y 3)
una célula pluripotente de roedor donante que comprende el gen de fertilidad que carece de una disrupcion.

13. Un sistema segun la reivindicacion 12, en donde el disruptor del gen de fertilidad es una recombinasa y el gen de
fertilidad que se puede disrumpir esta conectado operativamente a sitios de reconocimiento de recombinasa que
median la disrupcién del gen de fertilidad en presencia de la recombinasa o el disruptor del gen de fertilidad es una
molécula de ARN inhibidor que inhibe la expresion del gen de fertilidad, de forma adecuada, por la supresion
antisentido o interferencia de ARN o el disruptor del gen de fertilidad es un anticuerpo que es inmuno-reactivo con un
producto polipeptidico del gen de fertilidad.
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14. Un sistema segun la reivindicacion 12 o 13, en donde la secuencia de nucleétidos disruptora se puede expresar
condicionalmente.

15. Un sistema segun la reivindicacién 14, en donde el transgén disruptor comprende un elemento modulador de la
expresion unido operativamente a la secuencia de nucleétidos disruptora, en donde el elemento inhibe
condicionalmente la expresion de la secuencia de nucleétidos disruptora.

16. Un sistema segun la reivindicacion 15, en donde el elemento modulador de la expresion inhibe la transcripcion de
la secuencia de nucledtidos disruptora bajo una primera condicion y la disrupcién del elemento modulador de la
expresion permite 0 aumenta la transcripcion de la secuencia de nucleétidos disruptora bajo una segunda condicién
y/o el elemento modulador de la expresion comprende una secuencia de nucleétidos inhibidora (p. €j., un terminador
de la transcripcién) que inhibe la expresion de la secuencia de nucle6tidos disruptora y que esta unida operativamente
a sitios de reconocimiento de recombinasa, en donde los sitios de reconocimiento de recombinasa median la
disrupcion de la secuencia de nucleétidos inhibidora en presencia de una recombinasa, y en donde el primer
compafiero de reproduccién comprende un transgén activador que comprende una secuencia codificadora para la
recombinasa, conectada operativamente a un promotor.

17. Un sistema segun la reivindicaciéon 16, en donde el primer compafiero de reproduccion es homocigoto para el
transgén activador.

18. Un sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 17, en donde el segundo compariero de reproduccion
es homocigoto para el transgén disruptor.

19. Un sistema para producir un embrién huésped de roedor caracterizado por una disrupcion de un gen de fertilidad,
que mejora la trasmisién de la linea germinal de una célula pluripotente de roedor donante, sistema que comprende:

una pareja de reproducciéon de roedores, que comprende: 1) un primer comparero de reproduccion que comprende
un gen de fertilidad que se puede disrumpir por una molécula disruptora del gen de fertilidad ("un gen de fertilidad que
se puede disrumpir"), en donde el gen de fertilidad que se puede disrumpir esta conectado operativamente a un
promotor, en donde el gen de fertilidad esta localizado en el cromosoma X, en donde la disrupcién del gen de fertilidad
inhibe la fertilidad masculina y en donde el primer comparero de reproduccion es homocigoto para el gen de fertilidad
que se puede disrumpir, y 2) un segundo compafero de reproduccion que comprende un transgén disruptor que
comprende una secuencia de nucledtidos que codifica la molécula disruptora del gen de fertilidad ("una secuencia de
nucleétidos disruptora”), en donde la secuencia de nucleotidos disruptora esta unida operativamente a un promotor,
en donde el primer compafiero de reproduccién es hembra y el segundo comparero de reproduccion es macho.

20. Un sistema segun la reivindicacion 19, en donde el embrién huésped de roedor es un embrién en estadio de 8
células o un blastocisto.

21. Un sistema segun la reivindicaciéon 19 o reivindicacion 20, en donde el embridon huésped de roedor es macho.

22. Un sistema segun una cualquiera de las reivindicaciones 19 a 21, en donde el segundo compariero de reproduccion
es homocigoto para el transgén disruptor.
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