ES 2 318 921 B1

@ Numero de publicacién: 2 318 921

OFICINA ESPANOLA DE

PATENTES Y MARCAS @D Namero de solicitud: 200501208
@ Int. Cl.:
ESPANA A01K 67/027 (2006.01)
@) PATENTE DE INVENCION B1
@ Fecha de presentacion: 18.05.2005 @ Titular/es:
Consejo Superior de Investigaciones Cientificas
¢/ Serrano, 117
Fecha de publicacion de la solicitud: 01.05.2009 28006 Madrid, ES
Fecha de la concesién: 29.01.2010 @ Inventor/es: Garcia Bustelo, Xose R. y

Sauzeau, Vincent

Fecha de anuncio de la concesion: 11.02.2010

Fecha de publicacion del folleto de la patente: Agente: No consta
11.02.2010

Titulo: Mamifero no humano carente de la expresion del gen Vav3, procedimiento de obtencion y sus
aplicaciones.

@ Resumen:

Mamifero no humano carente de la expresion del gen Vava,
procedimiento de obtencién y sus aplicaciones.

La invencion se relaciona con un mamifero no humano
knockout Util como modelo experimental cuyo genoma po-
see el gen Vav3 mutado y cuyos niveles de RNA mensaje-
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DESCRIPCION

Mamifero no humano carente de la expresion del gen Vav3, procedimiento de obtencidn y sus aplicaciones.
Sector de la técnica

Esta invencidn se refiere a mamiferos en los que se ha suprimido, total o parcialmene, la expresion del gen vav3.
Estos animales pueden ser usados para estudiar farmacoldgica o molecularmente enfermedades de caracter cardiovas-
cular y/o nervioso.

Estado de la técnica

Vav3 es un miembro de la familia de oncoproteinas Vav, la cual presenta representantes en todos los metazoos
animales conocidos. En el caso de vertebrados, la familia posee tres miembros (Vav, Vav2 y Vav3) que poseen funcio-
nes similares, pero no idénticas. Estas proteinas funcionan como enzimas que catalizan el intercambio de nucleétidos
de guanosina sobre las GTPasas de la familia Rho/Rac, un grupo de interruptores moleculares que regulan proce-
sos proliferativos, citoesqueléticos y de forma celular, entre otros. Gracias a su actividad catalitica, las proteinas Vav
hacen posible que la activacién de estas GTPasas se produzca de una manera rapida y efectiva durante procesos de
sefalizacion celular. Las proteinas Vav se regulan durante los procesos de transduccién de sefiales mediante fosfori-
lacion directa en tirosinas. Asi, estas proteinas son cataliticamente inactivas cuando estdn en un estado desfosforilado
(lo que ocurre en células en reposo). Sin embargo, tras su fosforilacion durante procesos de estimulacién celular, las
proteinas Vav cambian su conformacion tridimensional y se activan cataliticamente. Los procesos de fosforilacién
se realizan a través de tirosin cinasas, las cuales pueden ser transmembrana (como por ejemplo el receptor para el
factor de crecimiento epidérmico) o intracelulares (como por ejemplo las cinasas Lck, Syk, Zap70, etc.). El proceso
de desfosforilacién estd llevado a cabo probablemente por tirosin fosfatasas, aunque su identidad permanece todavia
por esclarecer. Para una revision de la funcién y regulacion de estas proteinas, se pueden consular las siguientes publi-
caciones: Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]; Bustelo, Oncogene 20: 6372-6381 [2001]; Bustelo, Front.
Biosci. 7: d24-30 [2002]; Turner y Billadeau, Nat. Rev. Immunol. 2: 476-486 [2002].

Las proteinas Vav median diversos procesos celulares. Debido a su accion sobre las GTPasas Rho/Rac, contribuyen
a procesos celulares importantes como son la reorganizacién del citoesqueleto, la activacion del ciclo celular, etc. De
una manera independiente de las GTPasas Rho/Rac, participan también en otros procesos celulares como la induccién
de la expresion de citocinas (via la activacion del factor transcripcional NF-AT). Las proteinas Vav pueden también ac-
tivar indirectamente otras rutas celulares. Asi, via la estimulacion de la fosfolipasa C-gamma, las proteinas Vav pueden
activar el factor de intercambio de nucleétidos para Ras conocido por RasGRP1, lo que en ultima instancia determina
la activacién de Ras. Esta tltima ruta ocurre exclusivamente en células linfoides y, probablemente, nerviosas. Para
una revision de los procesos bioldgicos en que participan estas proteinas, se pueden consultar los siguientes articulos
cientificos: Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]; Bustelo, Oncogene 20: 6372-6381 [2001]; Bustelo, Front.
Biosci. 7: d24-30 [2002]; Turner y Billadeau, Nat. Rev. Immunol. 2: 476-486 [2002]; Caloca et al., EMBO J. 22:3326-
3336 [2003]; Zugaza et al., Oncogene 23: 5823-33 [2004].

Una de las enfermedades que afectan a un sector amplio de la poblacién mundial son las derivadas de disfun-
ciones del sistema cardiovascular. Asi, la hipertension (presion arterial elevada), afecta a un 25% de la poblacién de
sociedades industrializadas. Esta proporcién aumenta con el envejecimiento poblacional, alcanzando valores del 60-
70% en individuos mayores de 70 afos. Esta enfermedad es un factor de riesgo para muchas causas de morbilidad y
mortalidad, como son los infartos de miocardio, fallo cardiaco congestivo, enfermedades renales y ataques cerebrales.
Ademds, generalmente va asociada a otras disfunciones del organismo, como son la obesidad abdominal, la dislipide-
mia, la intolerancia a glucosa, la hiperinsulinemia y la hiperuriquemia. A pesar de su importancia poblacional, todavia
permanecen por esclarecer las causas moleculares que determinan la aparicion de problemas en el sistema cardiovas-
cular. Asi, mientras que un 5% de casos se ha asociado a alguna disfuncion genética, en el 95% de los casos (pacientes
con la denominada “hipertension esencial”) la causa estd todavia por definir. En todo caso, siempre se ha sospechado
que uno de los problemas de la la hipertension esencial es el mal funcionamiento del sistema nervioso simpdtico, una
parte del sistema nervioso que, entre otras funciones, tiene el papel de regular el ritmo cardiaco y la contraccién del
sistema vascular. Para revisiones sobre el tema, consultense la siguientes referencias cientificas: Lifton et al., Cell 104:
545-556 [2001]; Staesen et al., The Lancet 361: 1629-1641 [2003]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-
145 [2004].

El circuito fisiolégico que determina el control del ritmo cardiaco y presion arterial se conoce relativamente bien. Se
sabe que existen hormonas que provocan tanto la vasoconstriccién (angiotensina II) como la vasodilatacién (bradiqui-
nina). Los procesos moleculares y las rutas de sefializacin activadas por estas hormonas estdn también relativamente
bien explorados. Para una revisién del campo, consultar las siguientes publicaciones cientificas: Lifton et al., Cell 104:
545-556 [2001]; Staesen et al., The Lancet 361: 1629-1641 [2003]; Takahashi et al., Endocrinology 144: 2184-2190
[2003]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-145 [2004].

Dada la importancia de la enfermedad cardiovascular en la poblacién humana, existe un gran interés en desarrollar
modelos animales que permitan reproducir la totalidad o parte de dicha enfermedad. Para este fin, se han preparado
diferentes mamiferos que tienen niveles alterados de la expresion de ciertos genes. Una clase de estos mamiferos son
los llamados mamiferos transgénicos. Estos mamiferos tienen un gen o genes nuevos introducidos en su genoma, lo que
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resulta en la sobreexpresion de las proteinas codificadas por aquéllos. Otra clase de estos mamiferos son los llamados
mamiferos “knockout”, en los que se ha suprimido la expresion de un gen endégeno por manipulacion genética (lo que
resulta en la eliminacién de dicha proteina del organismo del mamifero). Como consecuencia de ello, existen ahora
modelos animales con diversos pardmetros del sistema cardiovascular alterados. Entre éstos se encuentran animales
que sobreexpresan la enzima convertidora de la angiotensina (un enzima que provoca la formacién de angiotensina II
a partir de la molécula intermediaria angiotensina I), el angiotensingeno (el precursor de la angiotensina 'y II) y de la
propia angiotensina II. Entre los animales knockout destaca el de la renina (un enzima que corta el angiotensinégeno
para dar la angiotensina I), el de los receptores de la angiotensina II (receptores AT1, y AT1,) y el del receptor de la
bradiquinina (B2). Aunque estos mamiferos manifiestan alteraciones en el sistema cardiovascular, su uso es limitado
puesto que derivan de la alteracién de genes que, en condiciones normales, no estidn alterados de manera causativa
en la hipertension esencial. Para revisiones cientificas sobre este tema, consulténse los siguientes articulos cientificos:
Carmeliet y Collen, J. Pathol. 190: 387-405 [2000]; Lifton et al., Cell 104: 545-556 [2001]; Brede y Hein, Regulatory
Peptides 96: 125-132 [2001]; Takahashi y Smithies, Trends in Genetics 20: 136-145 [2004].

Junto con los estudios en animales, otra drea de investigacion activa es el uso de células aisladas en cultivos
celulares. En este caso, destaca el estudio de las células de muasculo liso de diversos conductos vasculares. Estas células
se han estudiado para elucidar las rutas de sefializacion utilizadas por las hormonas que regulan la presion arterial. En
todo caso, su uso es mds limitado que el de los modelos animales puesto que los pardmetros experimentales que pueden
ser estudiados en cultivos celulares son menores que los modelos animales.

Como se ha dicho anteriormente, la manipulacién genética de mamiferos permite obtener animales transgénicos
que expresen un determinado gen o que, por el contrario, tengan un gen inactivado mediante una mutacién especifica
(animales “knockout” o mutantes).

En ambos casos es evidente el potencial que representa para el disefio de modelos experimentales en animales de
laboratorio que sirvan para analizar la funcidn, in vivo, de un determinado gen. La no expresion de un gen puede con-
ferir un nuevo fenotipo a un animal mutante. Dependiendo del gen no expresado por dicho animal, éste puede hacerse
mads 0 menos susceptible a una alteracion patoldgica determinada. Tales animales mutantes son modelos valiosos para
el estudio in vivo del papel que desempeiia el gen asi como para el estudio de compuestos que potencialmente podrian
ser ttiles en el tratamiento o prevencion de patologias relacionadas con la expresion nula o ineficaz del producto de
dicho gen.

La patentabilidad de mamiferos transgénicos para abordar diversas causas de enfermedades humanas estd amplia-
mente reconocida en la actualidad. Algunos ejemplos, entre muchos otros, se mencionan a continuacion: patentes ame-
ricanas nimero 4.736.866; 5.175.384; 5.175.383; 5.175.385; 5.464.764; 5.487.992; 5.627.059; 5.631.153; 6.194.633;
6.207.876; 6.239.326; 6.245.963; 6.245.965 y 6.252.132. Patentes espafiolas nimero 2.209.650A1 y 2.195.751A1.

En vista de los efectos devastadores que pueden resultar de los trastornos cardiovasculares en humanos, es necesario
proporcionar sistemas in vivo para determinar y evaluar firmacos utiles para tratar estos trastornos.

Descripcion de la invencién
Descripcion breve de la invencién

En un primer aspecto, la invencién se relaciona con un mamifero no humano knockout util como modelo experi-
mental, en adelante animal modelo de la invencién, viable, cuyo genoma posee el gen vav3 mutado y cuyos niveles de
RNA mensajero o proteina para la proteina Vav3 endégena se encuentran alterados.

Otro objeto particular de la invencidn lo constituye un animal modelo de la invencién en el que el animal es un
primate knockout mutante no humano deficiente en la proteina Vav3 endégena.

Un objeto particular de la invencién lo constituye un animal modelo de la invencién en el que el animal es un
ratén knockout mutante deficiente en la proteina Vav3 endégena (Ejemplo 1). Una realizacién particular de la presente
invencién lo constituye un animal mamifero knockout de la invencién en el que el animal modelo es un ratén con su
gen vav3 enddégeno inactivado debido a la insercidn de secuencias de dcidos nucleicos homdlogas (Ejemplo 1, Figura
1). Como consecuencia, la region 5’ del gen vav3 enddgeno es interrumpida, impidiéndose la expresion de su mRNA
y la traduccién de la proteina Vav3 enddégena (Figura 1). La zona interrumpida del gen vav3 en este animal modelo
comprende, al menos, una parte de la regién promotora y del exén 1 del gen vav3 (SEQ ID NOS) (Figura 1).

Otro objeto de la invencién lo constituye un procedimiento de obtencién del animal modelo de la invencién, en
adelante procedimiento de obtencién del animal modelo de la invencién, que permite la anulacién funcional de la
proteina Vav3 en las células germinales y/o sométicas de dicho animal modelo de la invencién.

Otro objeto particular de la presente invencién lo constituye un procedimiento de obtencién del modelo animal
de la invencidén en el que el procedimiento se realiza por recombinacion homdloga del gen vav3 que comprende las
siguientes etapas:
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a) elaboracién de una construccién knockout de recombinaciéon homéloga vav3 con seleccién positiva que
comprende unas regiones de homologia con sendas secuencias de nucleétidos presentes en dicho gen vav3
endégeno,

b) transformacion de una célula con la construccién knockout de a),

c) seleccion de los homdlogos recombinantes mediante la técnica de seleccion positiva, y

d) las células con la construccién insertada se introducen en embriones que posteriormente son implantados

en hembras receptoras para su adecuada gestacion, dejdndose que se desarrollen a término seguidamente.

Otra realizacion particular de la presente invencion lo constituye el procedimiento de obtencién del animal mami-
fero knockout de la invencién en el que la secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 murino, en concreto
del ratén 129 SvJ, de la construccién knockout vav3 de a) es la secuencia de nucledtidos SEQ ID NOS5 que esta
constituida por una parte de la secuencia de nucleétidos del promotor, el exén 1 y parte del intrén 1 del gen vav3
murino, desarrollado en la invencién para llevar a cabo la recombinacién homéloga del gen vav3 y en el que la célula
transformada de b) es una celular embrionaria (ES) de ratén (Ejemplo 1).

En otro aspecto, otro objeto de la invencién lo constituye una célula eucariota mutada, en adelante célula vav3
mutada de la presente invencion, que presenta una disrupcién del gen vav3 y que por tanto presenta una deficiencia,
parcial o total, en la expresion de la proteina Vav3.

Finalmente, otro objeto de la invencidn lo constituye el empleo del animal knockout no humano o de la linea celular
de la invencidn, deficientes en la proteina Vav3 enddgena, en un procedimiento para la determinacién del efecto de
un farmaco o combinacién de farmacos ttiles para la prevencién y/o el tratamiento de enfermedades o transtornos
derivados de dicha deficiencia de la proteina Vav3.

Descripcion detallada de la invencion

La invencién se enfrenta al problema de proporcionar nuevos modelos animales de enfermedades humanas del
sistema nervioso y cardiovascular, entre las que se encuentra la hipertension, hiperplasia cardiaca y arterial, fallos
renales, taquicardia, la enfermedad de Parkinson y esquizofrenia.

La solucién proporcionada por esta invencion se basa en que los inventores han observado que la anulacién de la
actividad funcional de la proteina Vav3 en las células de un animal provoca una serie de alteraciones que permite el
desarrollo de un animal modelo de enfermedades cardiovasculares y del sistema nervioso simpético, en general, y, en
particular, un modelo de hipertension, fallos renales, taquicardia, enfermedades con transtornos motores y esquizofre-
nia que es viable, fértil y no manifiesta, en condiciones de laboratorio, ningtin sintoma que los diferencie de ratones
genéticamente similares pero carentes de dicha mutacién. En condiciones de estabulacion controlada, estos ratones
mutantes en la proteina Vav3 enddgena son indistinguibles de sus hermanos de carnada salvajes. Sin embargo, la ca-
racterizacion fina de estos ratones indica que la eliminacién de la proteina Vav3 enddgena estd asociada a desérdenes
del sistema nervioso simpatico y, como consecuencia, de una profunda desregulacién del control del sistema cardio-
vascular. Esta disfuncion conlleva la aparicién de una enfermedad cardiovascular cldsica que combina taquicardia,
hipertensién e hiperplasia cardiaca y arterial. La patologia que esté detrds de estas disfunciones estd relacionada con la
falta de formacién de sinapsis GABAérgicas en la médula ventrolateral, las cuales ejercen funciones inhibitorias sobre
el sistema nervioso simpatico.

En concreto se ha determinado que el gen vav3 estd implicado en la regulacién del sistema cardiovascular y
nervioso y que su supresion provoca alteraciones de los mismos.

El mamifero no humano mutante o knockout de la invencién puede ser utilizado como modelo animal para estu-
diar in vivo el papel desempefiado por la proteina Vav3 enddgena asi como en el disefio y evaluaciéon de compuestos
quimicos que podrian ser potencialmente interesantes para el tratamiento de alteraciones patoldgicas relacionadas con
la expresion nula o ineficaz del producto de dicho gen, o en las que estuvieran involucrado el gén vav3. Y mas con-
cretamente, por las disfunciones en sistema nervioso y cardiovascular observadas, el animal de la presente invencién
deficiente en la proteina Vav3 enddgena puede resultar ttil tanto para el estudio de patologias asociadas a neuronas
simpdticas (por ejemplo, la enfermedad de Parkinson) y cardiovasculares (hipertension, fallos renales, taquicardia)
como para la validacién y/o el desarrollo de farmacos disefiados para regular o paliar los efectos de las alteraciones
y condiciones patolégicas en las que esta implicada la proteina Vav3 endégena. Como prueba de ello, la enfermedad
cardiovascular de estos animales puede ser prevenida tratdndolos con farmacos anti-hipertensivos en uso en humanos
en estos momentos, como son el losartdn y el captopril (ver Ejemplo 2F y 2G)).

Tal como se describe a continuacién el modelo animal de la invencién presenta simultdneamente varias alteraciones
bioquimicas como un incremento de los niveles de renina, ECA, angiotensina II y de los receptores de AT1a y AT1b
y una disminucién de los niveles de bradiquinina relacionados con alteraciones cardiovasculares como la HTA, la
hiperplasia o hipertrofia adrtica y cardiaca y taquicardia; lo cual no deja de ser una ventaja con respecto a otros
modelos animales descritos en los cuales las aleraciones de estos factores se presentan de forma tnica.
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Asimismo, dicho mamifero no humano mutante de la invencién pode a ser utilizado como fuente de células para
cultivos celulares.

Asi, en primer aspecto, la invencidn se relaciona con un mamifero no humano knockout ttil como modelo experi-
mental, en adelante animal modelo de la invencidn, viable, cuyo genoma posee el gen vav3 mutado y cuyos niveles de
RNA mensajero o proteina para la proteina Vav3 enddgena se encuentran alterados.

Tal como se utiliza en la presente invencion el término “mamifero no humano” se refiere a un animal mamifero no
humano de cualquier fondo genético, preferentemente animales de laboratorio como roedores, a titulo ilustrativo y sin
que limite el alcance de la invencién, pertenecientes al siguiente grupo: conejos, hdmsteres, ratas y ratones; y primates
no humanos.

El término “knockout” tal como se utiliza en la presente invencion se refiere a la supresion parcial o total de
la expresion de al menos una parte de una proteina codificada por una secuencia de DNA end6geno en una célula,
tanto en su forma de RNA como proteica. El mamifero no humano knockout de la invencién posee células somaticas y
germinales en las que al menos un alelo (+/-) y, preferentemente, ambos alelos (+/+), del gen vav3 endégeno contienen
un DNA exdgeno que ha sido insertado en dicho gen de manera que dicho mamifero no humano mutante no expresa
la proteina Vav3 enddgena.

Las expresiones “Vav3” o “proteina Vav3” se refieren a una enzima intracelular cuya actividad es dependiente de
fosforilacién en tirosinas y que promociona el intercambio de nucleétidos de guanosina en las GTPasas de la familia
Rho/Rac (Bustelo y Movilla, Mol. Cell. Biol. 19: 7870-7885 [1999]; Bustelo, Mol. Cell. Biol. 20: 1461-1477 [2000]).
Como referencia de la proteina Vav3 puede utilizarse la proteina Vav3 codificada por el cDNA del vav3 murino
(Genebank, ndmero de acceso AF067816).

Otro objeto particular de la invencion lo constituye un animal modelo de la invencién en el que el animal es un
primate knockout mutante no humano deficiente en la proteina Vav3 endégena.

Un objeto particular de la invencién lo constituye un animal modelo de la invencién en el que el animal es un
raton knockout mutante deficiente en la proteina Vav3 endégena (Ejemplo 1). Una realizacién particular de la presente
invencién lo constituye un animal mamifero knockout de la invencién en el que el animal modelo es un ratén que con-
tiene la secuencia de nucledtidos SEQ ID NOS, perteneciente al gen vav3, interrumpida por el gen neo de resistencia
a antibidticos y otras secuencias reguladoras que conlleva la inactivacién del gen vav3 endégeno mediante recombina-
cién homoéloga (Ejemplo 1, Figuras 1 y 2). Como consecuencia, la regién 5° del gen vav3 enddgeno es interrumpida,
impidiéndose la expresion de su mRNA vy la traduccion de la proteina Vav3 enddgena (Figura 1). La zona interrumpida
del gen vav3 en este animal modelo comprende, al menos, una parte de la regién promotora y del exén 1 del gen vav3
(SEQ ID NOS5) (Figura 1).

En una realizacién particular, dicho mamifero no humano deficiente en la proteina Vav3 endégena, es un mutante
heterocigoto para dicha mutacién, mientras que en otra realizacién particular, dicho mamifero no humano mutante,
es un mutante homocigoto para dicha mutacion. La descendencia del mamifero no humano mutante deficiente en la
proteina Vav3 endégena constituye un aspecto adicional de la presente invencion.

Esta incluido dentro del alcance de esta invencién un animal no humano en el que, ademds de la supresion de la
expresion del gen vav3, se ha suprimido la expresion de uno o mds genes distintos. Dichos animales no humanos se
pueden generar repitiendo los procedimientos establecidos aqui para generar cada construccidn knockout, o reprodu-
ciendo mamiferos, cada uno con un gen con la expresion suprimida distinto, y cribando los del genotipo knockout
doble. Estas manipulaciones pueden ser ficilmente realizadas por un experto del sector de la técnica.

Otro objeto de la invencién lo constituye un procedimiento de obtencién del animal modelo de la invencion, en
adelante procedimiento de obtencién del animal modelo de la invencién, que permite la anulacién funcional de la
proteina Vav3 en las células germinales y/o somadticas de dicho animal modelo de la invencién.

Otro objeto particular de la presente invencién lo constituye un procedimiento de obtencién del modelo animal
de la invencion en el que el procedimiento se realiza por recombinacién homdéloga del gen vav3 que comprende las
siguientes etapas:

a) elaboracién de una construccién knockout de recombinaciéon homéloga vav3 con seleccién positiva que
comprende unas regiones de homologia con sendas secuencias de nucleétidos presentes en dicho gen vav3
enddgeno,

b) transformacion de una célula con la construccién knockout de a),

c) seleccion de los homdlogos recombinantes mediante la técnica de seleccidn positiva, y

d) las células con la construccidn insertada se introducen en embriones que posteriormente son implantados

en hembras receptoras para su adecuada gestacién, dejandose que se desarrollen a término seguidamente.
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En la presente invencidn la expresion “construccién knockout de recombinacién homéloga vav3” se refiere a una
secuencia de 4cido nucleico que estd disefiada para disminuir o suprimir la expresioén de la proteina vav3 codificada
por una secuencia de nucleétidos endégena en una célula. Como un objeto particular esta secuencia de acido deso-
xirribonucleico usada como construccién knockout vav3 comprende:

a. una secuencia de 4cido nucleico de una parte del gen vav3,

b. una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccién knockout en la célula
transfectada, y

c. la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen endégeno con el fin de facilitar la
recombinacién homologa del vector knockout con el gen endégeno.

Por otro lado, la secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 de la construccién knockout de (i) puede
comprender:

a) una secuencia total o parcial de uno o mas exones y/o intrones del gen vav3,
b) una secuencia promotora total o parcial del gen vav3, o
c) cualquiera de sus combinaciones.

Ademads, también puede ser una secuencia de cDNA del gen vav3 siempre que el cDNA sea suficientemente largo.
Generalmente, el DNA serd de al menos 1 kilobase (kb) de longitud y preferiblemente 3-4 kb de longitud, proporcio-
nando asf secuencia complementaria suficiente para la hibridacién cuando se introduce la construccién knockout en el
DNA genémico de la célula ES. Dicha secuencia de 4cido nucleico debe comprender al menos una parte de un exén
de la secuencia que codifica Vav3 unido a una secuencia marcadora.

La secuencia de acido nucleico de una parte del gen vav3 de la construcciéon knockout de (i) puede obtenerse a
partir de la secuencia de nucledtidos de cualquiera de las formas homdlogas del gen vav3 existentes en un mamifero
no humano perteneciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, al siguiente grupo: conejos,
hamsteres, ratas y ratones y primates no humanos. A partir de la informacién existente en estado de la técnica un
experto puede elaborar construcciones knockout vav3, e igualmente vectores knockout vav3, para obtener distintos
animales mamiferos no humanos de la invencién.

La construccién knockout ligada se puede insertar directamente en células madre embrionarias o, alternativamente,
se puede poner primero en un vector adecuado para amplificarlo antes de la insercién. En este dltimo caso la construc-
cioén knockout debe ser linealizada primero. Para insertar la secuencia de DNA, el DNA de la construccién knockout
se afade a las células ES en condiciones adecuadas para el método de insercién elegido. Cuando se va a introducir
mas de una construccién en la célula ES, el DNA que codifica cada construccién se puede introducir simultdneamente
o uno cada vez.

Son vectores preferidos los que se amplifican rdpidamente en células bacterianas (tales como el vector pBlues-
cript II SK (Stratagene, San Diego, CA, EE.UU.) 6 pZERO-2 (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU))
(Ejemplo 1).

La construccién knockout vav3 se inserta en una célula, integrandose con el DNA genémico de la célula en una
posicién tal que prevenga o interrumpa la transcripcion de la secuencia de DNA nativa. Dicha insercion se produce
por recombinacién homdloga (es decir, regiones de la construccién knockout y del gen endégeno, homdlogas entre si,
se hibridan entre si tras la introduccién del vector knockout en la célula anfitriona, lo que resulta en la sustitucion de
la secuencia enddégena por la exdgena).

Tipicamente la construccién knockout se introduce en una célula madre embrionaria (ES), integrandose en su
DNA genémico normalmente por el procedimiento de recombinacién homéloga. Una vez generada, esta célula ES
se inyecta en, y se integra con, el embrién en desarrollo. Las células madre embrionarias (células ES) usadas para
producir los mamiferos knockout serdn de la misma especie que los mamiferos knockout que se van a generar. Asi,
por ejemplo, normalmente se usardn células madre embrionarias de ratén para generar ratones knockout, o células
madre embrionarias de primate para generar primates knockout.

Tipicamente se seleccionan las células madre embrionarias por su capacidad para integrarse en, y convertirse en
parte de la linea germinal de, un embrién en desarrollo para crear asi transmisién de linea germinal de la construccién
knockout. Por lo tanto, cualquier linea de células ES que se crea que tiene esta capacidad es adecuada para usar
aqui. Las células se cultivan y se preparan para la insercion de DNA usando métodos bien conocidos por los expertos
tales como los establecidos por Robertson (Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, E.J.
Robertson, ed. IRL Press, Washington, D.C. [1987]) y por Bradley et al. (Current Topics in Devel. Biol., 20:357-371
[1986]) y por Hogan et al. (Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory
Press, Cold Spring Harbor, NY [1986]).
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La insercion de la construccion knockout en las células ES se puede llevar a cabo usando una variedad de métodos
bien conocidos en la técnica, incluyendo por ejemplo, electroporacién, microinyeccién, y tratamiento con fosfato
célcico (véase Lovell-Badge, en Robertson, ed., referencia indicada mas arriba). Un método preferido de insercién es
la electroporacion.

Cualquiera de las construcciones knockout de recombinacién homdloga vav3 mencionadas anteriormente pueden
ser utilizadas para llevar a cabo el procedimiento de obtencién del animal modelo de la invencién y forman parte de la
misma.

Ademds, otra realizacién particular de la presente invencion lo constituye el procedimiento de obtencién del animal
modelo de la invencién en el que la construccién knockout de recombinacién homéloga vav3 de a) es una secuencia
de 4cido nucleico que comprende:

@) una secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3,

(il))  una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccién knockout en la célula
transfectada, y

(iii)  la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen endégeno con el fin de facilitar la

recombinacion homologa del vector knockout con el gen endégeno.

Otra realizacién particular de la presente invencion lo constituye el procedimiento de obtencidn del animal modelo
de la invencion en el que secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 (i) puede constar de:

a) una secuencia total o parcial de uno o més exones y/o intrones del gen vav3,
b) una secuencia promotora total o parcial del gen vav3,

c) cualquiera de sus combinaciones, o

d) una secuencia de cDNA de vav3.

Otra realizacién particular de la presente invencion lo constituye el procedimiento de obtencion del animal modelo
de la invencién en el que la secuencia de acido nucleico de una parte del gen vav3 de la construccién knockout de
(1) es una cualquiera de las formas homoélogas del gen vav3 existentes en un mamifero no humano perteneciente, a
titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencidn, a un animal del siguiente grupo: conejos, hamsteres, ratas
y ratones y primates no humanos.

Otra realizacién particular de la presente invencion lo constituye el procedimiento de obtencién del animal modelo
de la invencion en el que la célula transformada de b) es una célula madre embrionaria (ES).

Otra realizacién particular de la presente invencién lo constituye el procedimiento de obtencion del animal ma-
mifero knockout de la invencién en el que la secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 murino (i), en
concreto del ratén 129 SvJ, de la construccién knockout vav3 de a) es la secuencia de nucledtidos SEQ ID NOS que
esté constituida por una parte de la secuencia de nucleétidos del promotor, el exén 1 y parte del intrén 1 del gen vav3
murino, desarrollado en la invencién para llevar a cabo la recombinacién homdloga del gen vav3 y en el que la célula
transformada de b) es una celular embrionaria (ES) de ratén (Ejemplo 1).

En otro aspecto, la invencién se relaciona con un vector de clonacién, en adelante vector clonacién vav3, que
comprende la construccién knockout vav3 de la invencién. Una realizacién particular del vector de clonacién de la
invencién lo constituye el vector p38LoxPNeobGHpA/Vav3 que contiene regiones homdlogas al gen vav3 endogeno
junto con otras secuencias correspondientes al gen neo y varias regiones reguladoras (Ver Figura 1 y Ejemplo 1).

En otro aspecto, otro objeto de la invencidn lo constituye una célula eucariota mutada, en adelante célula vav3
mutada de la presente invencion, que presenta una disrupcion del gen vav3 y que por tanto presenta una deficiencia,
parcial o total, en la expresion de la proteina Vav3.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye una célula vav3 mutada de la invencién caracterizada porque
es una célula pluripotente indiferenciada, tal como una célula ES (del inglés, embryonic stem), establecida a partir de
la masa interna celular de un embrién knockout de la invencion en la fase preimplantatoria denominada blastocisto.
Estas células normalmente expresan el producto del gen vav3 pero la disrupcién de dicho gen impide la expresion
total o parcial de la proteina Vav3. De esta forma, dichas células pueden ser heterocigotas, es decir, que contienen un
alelo mutante y un alelo tipo salvaje del gen vav3 endégeno o bien homocigotas, es decir, que contienen los dos alelos
mutantes del gen vav3 endégeno.
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Estas células pueden ser propagadas y, opcionalmente, inmortalizadas por un experto en base al conocimiento
existente en el estado de la técnica de tal forma que constituyan una linea celular con alteracién de la expresion de la
proteina Vav3 parcial o totalmente.

Otro objeto particular de la presente invencion lo constituye una célula vav3 mutada de la invencidn caracterizada
porque es una célula diferenciada.

La disrupcién funcional del gen vav3 endégeno se puede producir de distintas formas. En primer lugar, se puede
realizar mediante recombinacién homdloga entre la construccién knockout vav3 de la invencién y el correspondiente
gen vav3 endégeno de dicha célula hospedadora. La transformacion celular mediante recombinaciéon homéloga del
gen vav3 provoca una disrupcion de dicho gen celular y la deficiencia de la proteina Vav3 que se traslada de forma
constante a la progenie de dicha célula.

Por otro lado, pueden existir otras formas para inducir la disrupcién de un gen en una célula mediante un pro-
cedimiento de transgénesis de anulacién de la actividad funcional de un gen. En este procedimiento de transgénesis
comprende la transformacién de una célula eucariota mediante la introduccién de una construccién génica que com-
prende un polinucleétido cuya secuencia de nucledtidos codifica un elemento inhibidor de la expresion del gen vav3
capaz de anular su actividad biolégica, selecciondndose dicho elemento inhibidor entre:

a) una secuencia de nucleétidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina
Vav3,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Vav3,

c) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Vav3, y

d) un RNA pequeiio de interferencia (siRNA) especifico del mRNA de la proteina Vav3.

Ventajosamente, dicha construccién génica estd incluida dentro de un vector, tal como, por ejemplo, un vector
de expresion o un vector de transferencia. Las secuencias de nucleétidos a)-d) mencionadas previamente impiden la
expresion del gen en mRNA o del mRNA en la proteina Vav3, y, por tanto, anulan su funcién biolégica, y pueden ser
desarrolladas por un experto en el sector de ingenieria genética en funcién del conocimiento existente en el estado del
arte sobre transgénesis y anulacién de la expresion génica (Clarke, A.R. (2002) Transgenesis Techniques. Principles
and Protocols, 2* Ed. Humana Press, Cardiff University; Patente US20020128220. Gleave, Martin. TRPM-2 antisense
therapy; Puerta-Ferndndez E et al. (2003) Ribozymes: recent advances in the development of RNA tools. FEMS
Microbiology Reviews 27: 75-97; Kikuchi, et al., 2003. RNA aptamers targeted to domain II of Hepatitis C virus
IRES that bind to its apical loop region. J. Biochem. 133, 263-270; Reynolds A. et al., 2004. Rational siRNA design
for RNA interference. Nature Biotechnology 22 (3): 326-330).

Otro objeto particular de la presente invencion lo constituye la célula mutada de la presente invencion aislada a
partir de un mamifero knockout no humano de la invencion deficiente en la proteina Vav3 enddgena.

Una realizacién particular de la presente invencién lo constituye una célula mutada de la invencién seleccionada
preferentemente de una linea celular perteneciente, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, a una
estirpe del siguiente grupo: células del sistema nervioso y del sistema cardiovascular.

Los mamiferos de esta invencion tienen una variedad de usos relacionados con la regulacién de la actividad del
sistema nervioso simpdtico y del sistema de regulacién cardiovascular. Asi, estos mamiferos se pueden usar para
evaluar o identificar fairmacos ttiles para la regulacion cardiovascular y simpética, es decir, firmacos que potencien o
inhiban dichas actividades. La determinacién de farmacos ttiles implicarfa administrar el farmaco candidato al ratén
knockout con una variedad de dosis, ensaydndose seguidamente a diferentes puntos de tiempo los efectos del farmaco
en el trastorno nervioso o cardiovascular que se estd evaluando (ver por ejemplo los pardmetros estudiados en el
Ejemplo 2).

Un mamifero de la presente invencion se podria usar para cribar una variedad de compuestos, solos 0 en combina-
cion, para determinar si resulta una restauracién o activacion parcial o total de la respuesta simpdtica o cardiovascular.
Se podria aplicar la misma estrategia para encontrar compuestos que fueran ttiles para suprimir los efectos patolégicos
observados en muchos pacientes con hipertension esencial o de base genética.

Ademds, los mamiferos de la presente invencidn pueden ser ttiles para evaluar el desarrollo del sistema nervioso
simpdtico y sus conexiones con otras células, asi como para estudiar los efectos de mutaciones de genes particulares.
Otros usos pueden incluir la prevencién o tratamiento de otros desérdenes del sistema nervioso simpdtico como, por
ejemplo, condiciones de estrés. Finalmente, dado la alta produccién de dopamina en estos mamiferos knockout, se
podria evaluar el efecto del gen vav3 en procesos degenerativos de células dependientes de dicho neurotransmisor,
como es el caso de la enfermedad de Parkinson.

Dado que la proteina Vav3 parece ser importante para procesos citoesqueléticos que determinan, entre otras cosas,
la adecuada formacidn de sindpsis en diversas zonas del sistema nervioso, estos ratones podrian ser de interés para
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el disefio de compuestos capaces de prevenir, reducir o aliviar patologias derivadas de dichas alteraciones en la rela-
cién célula-célula (por ejemplo, trastornos motores derivados del mal funcionamiento del sistema nervioso central o
periférico).

Por lo tanto, otro objeto de la invencién lo constituye el empleo del animal knockout no humano o de la linea celular
de la invencidn, deficientes en la proteina Vav3 enddgena, en un procedimiento para la determinacién del efecto de
un farmaco o combinacién de farmacos utiles para la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades o transtornos
derivados de dicha deficiencia de la proteina Vav3.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el empleo de del animal knockout no humano o de la linea
celular de la invencién en un procedimiento para determinar el efecto de un farmaco que comprende las siguientes
etapas:

a) administracién del farmaco o farmacos en forma y dosis adecuada al animal knockout no humano de la
invencidn o a la célula knockout no humano de la invencioén in vitro, y

b) determinacidn de su efecto sobre un pardmetro indicativo de dicha deficiencia de Vav3.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el empleo de un animal knockout o una célula knockout no
humana de la invencién en el que los farmacos son ttiles para la prevencién y/o el tratamiento de una enfermedad, a
titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, perteneciente al siguiente grupo: hipertension esencial o
de base genética, hiperplasia cardiaca o arterial, procesos nerviosos, como por ejemplo la enfermedad de Parkinson,
procesos neurodegenerativos motores, o esquizofrenia.

Otro objeto particular de la invencién lo constituye el empleo de un animal knockout o una célula knockout no
humana de la invencién en el que la determinacién del efecto de los fairmacos ensayados b) se realizaria sobre un
pardametro indicativo de dicha deficiencia de Vav3, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, perte-
neciente al siguiente grupo: niveles de presién arterial, ritmo cardiaco, histologia del sistema nervioso y cardiovascular,
niveles de moléculas reguladoras del estado cardiovascular (por ejemplo, angiotensina II, bradiquinina, asi como sus
reguladores biosintéticos y receptores), de neurotransmisores del sistema nervioso simpdtico (diversos tipos de cateco-
laminas), de moléculas que intervienen en la regulacién del sistema nervioso simpdtico (por ejemplo, GAD65, GAT1,
TH, GABA, glutamato) y cardiovascular (marcadores intracelulares, transmembranarias y extracelulares producidas
por las células vasculares del musculo liso).

Otra realizacién particular de la presente invencién lo constituye el empleo de un animal knockout de la invencién
en el que el animal es un roedor o un primate no humano.

Otra realizacidn particular de la presente invencion lo constituye el empleo de de una linea celular de la invencién
en el que la linea celular es una linea, a titulo ilustrativo y sin que limite el alcance de la invencién, derivada del sistema
nervioso y/o cardiovascular.

El origen de estos farmacos que son evaluados puede ser variado, de tal forma que pueden ser origen natural (por
ejemplo, de origen vegetal, bacteriano, virico, animales 0 microorganismos eucariotas) o sintético, y presentan también
una naturaleza variada como por ejemplo un péptido, una proteina, un acido nucleico, carbohidratos, un anticuerpo,
un compuesto quimico, o cualquier otro tipo de molécula que modifique el pardmetro analizado.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 describe la construccién knockout usada para suprimir la expresién de la proteina Vav3. La Figura
1A (linea superior) describe la estructura de una parte del gen vav3 endégeno. La Figura 1B (linea central) describe
la construccién del vector para la realizacién del knockout de vav3 generado. La Figura 1C (linea inferior) describe
la estructura del gen vav3 tras recombinacién homdloga y la incorporacion de las secuencias que interrumpen el gen
en su interior. Con la excepcién de las enzimas EcoRI y Nrul, otros sitios de corte para otras enzimas de restriccién
se indican con abreviaturas (A, Acc65i; B, BamHI; H, HindIIl; RV, EcoRV; S, Sacl; Sp, Spel; X, Xbal). Los sitios
de restriccién que se han eliminado tras la construccion del vector knockout estan tachados con un aspa. La flecha
del vector de recombinacién homoéloga (linea central) indica la direccién de la transcripcién del gen que se usa en
la seleccién positiva (neo®, gen de resistencia a la neomicina). El exén 1 del gen vav3 se indica en color negro
(posee un Nrul interno). Las regiones del gen vav3 utilizadas en los brazos del vector de recombinacién homdloga
se indican mediante rectdngulos rayados. Las sondas 5’ y 3’ para el andlisis por Southern blot de las integraciones se
indican como rectdngulos punteados. Las flechas de la linea inferior indican los tamafios relativos de los fragmentos
diagndsticos para identificar los portadores de los alelos salvaje (WT) y knockout (KO). La longitud de cada fragmento
(en kilobases) se indica en el centro de cada flecha.

La Figura 2 muestra un ensayo por Southern blot, en donde DNAs genémicos procedentes de ratones salvajes
(+/+), heterocigotos (+/-) u homocigotos knockout (-/-) digeridos con las enzimas de restriccién EcoRV (panel iz-
quierdo) y HindlIII (panel derecho) han sido transferidos a papel de nitrocelulosa e hibridados con sondas marcadas
radioactivamente de la regién 5° y 3°. La flechas indican la migracion de las bandas correspondientes al alelo salvaje
(WT, del inglés wild type) y knockout (KO).
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La Figura 3 muestra una tabla en donde se resumen los valores medios y desviaciones estandard obtenidas del peso,
ritmo cardiaco (en latidos por minuto), presion arterial sistlica (PAS), diastdlica (PAD) y media (PAM) (todas ellas
expresadas en milimetros de mercurio) de ratones salvaje (WT), vav3 (+/-) (heterocigotos) y vav3 (-/-) (homocigotos
para el alelo knockout). Como se ve en la tabla, los ratones vav3 (-/-) - pero no los vav3 (+/-)-, poseen una marcada
taquicardia e hipertension cuando se comparan con los ratones salvajes vav3 (+/+). El asterisco indica un indice de
probabilidad estadistico menor del 0.01.

La Figura 4 muestra la histologia de cortes de aorta y corazén (ambos tefiidos con hematoxilina-eosina) procedentes
de ratones vav3 (+/+) y vav3 (-/-) de las edades indicadas (parte superior). Las aortas y los corazones se muestran
en los dos paneles superiores e inferiores, respectivamente. Los asteriscos negros y blancos sefialan la media de la
aorta y el ventriculo izquierdo del corazoén, respectivamente. Es evidente que, a partir de los cuatro meses de edad,
los ratones vav3 (-/-) experimentan los siguientes cambios cuando se comparan con los ratones salvajes control: (i)
hiperplasia de 1la media de la aorta (comparar dos primeras lineas). Esta se debe tanto a mayores nimeros de células
de musculo liso como de fibras de coldgeno y elastina; (ii) una desorganizacién de la media de la aorta, que pierde
su estructura estratificada tipica; (iii) una hiperplasia del ventriculo izquierdo del corazén (comparar las dos tltimas
lineas).

La Figura 5 muestra los niveles de actividad o expresién de moléculas implicadas en la regulacién cardiovascular.
La Figura 5A describe los niveles de actividad de la proteasa renina en ratones salvajes (barras negras) y homocigotos
knockout (barras blancas) (expresada en nanomoles por hora) de cuatro meses de edad. La Figura 5B describe los
niveles de actividad de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) en ratones salvaje (barras negras) y knockout
(barras blancas) de cuatro meses de edad. La Figura 5C describe los niveles de expresion relativos del RNA mensajero
para los receptores AT, (AT, y AT,;,) de la angiotensina II en los tejidos indicados en los ratones salvajes (barras
negras) y homocigotos knockout (barras blancas) de cuatro meses de edad. La Figura 5D, E muestra la evolucién de
los niveles plasmaticos de angiotensina II (panel D, expresado en picogramos por mililitro de plasma) y bradiquinina
(panel E, expresado en picomoles por litro de plasma) en ratones vav3 (+/+) y (-/-) en ratones de las edades indicadas
(expresada en meses). Estas determinaciones se realizaron utilizando técnicas de radioinmunoensayo (RIA, paneles
Ay B), reaccién en cadena de la polimerasa en modalidad cuantitativa (panel C) y ELISA (paneles D y E). Los
simbolos “#” y “*” indican indices de probabilidad estadistico menor del 0.05 y 0.01, respectivamente. Los resultados
presentados en esta figura indican que, cuando se comparan con los ratones vav3 (+/+), los ratones vav3 (-/-) poseen
las siguientes alteraciones fisioldgicas: (i) aumento de los niveles de actividad de la renina (panel A); (ii) aumento
de la actividad de la ECA (panel B), (iii) expresion elevada del mRNA de los receptores AT1 (panel C), (iv) niveles
elevados de angiotensina II desde un mes tras el nacimiento y hasta, al menos, 12 meses de vida (panel D), (v) niveles
disminuidos de bradiquinina a partir de un mes de edad (panel E).

La Figura 6A muestra un esquema de la formacion de la angiotensina II a partir del angiotensinégeno. Esta for-
macién se realiza a través de dos cortes proteoliticos sucesivos que estan catalizados por la renina y la ECA. Tras la
generacion de la angiotensina II, ésta ejerce efectos a través de la interaccion con receptores de membrana especificos
como el AT, el AT,, u otros (esquematizados aqui genéricamente con el nombre de AT,). El esquema muestra también
los dos inhibidores que se utilizardn en la Figura 6B y 7. En el primer caso se trata del losartan, un antagonista de la
angiotensina II que bloquea su interaccioén con los receptores de tipo AT,. En el segundo caso se trata del captopril,
una molécula que inhibe la actividad del enzima ECA. La Figura 6B muestra el efecto del losartdn sobre la presién
arterial de los ratones vav3 (+/+) (barras negras) y vav3 (-/-) (barras blancas) tras 30 minutos de tratamiento. Se aprecia
que el tratamiento con losatdn produce una rapida disminucion de la presion arterial media (expresada en milimetros
de mercurio) tanto en los ratones salvajes como homocigotos knockout. Los ratones usados tenfan una edad de cuatro
meses.

La Figura 7 muestra los efectos del tratamiento con captopril sobre diferentes pardmetros cardiovasculares de los
ratones salvaje y homocigoto knockout. En este caso, los ratones de 3 meses de edad fueron tratados ad libitum en
ausencia (-) o presencia (+) de captopril (presente en el agua que bebian) durante cinco semanas. Tras dicho tratamien-
to, se evalud la presion arterial media (panel A, expresada en milimetros de mercurio), los niveles de angiotensina
II en plasma (panel B, expresado en picogramos por mililitro), y la histologia del corazén (panel C, imdgenes de las
linea superior) y aorta (panel C, imagenes de la linea inferior). En todos los paneles se aprecia que el tratamiento con
captopril inhibe la enfermedad cardiovascular tipica de los ratones vav3 (-/-), tal como se ve en los niveles bajos de
presion arterial (A) y de angiotensina II (B) asi como en las histologias normales de sus aortas y corazones (C). Los
efectos del losartdn (Figura 6B) y captopril (Figura 7) sobre la enfermedad cardiovascular de los ratones vav3 (-/-)
confirma que la desregulacién de la ruta de la angiotensina II estd detrds de dicha patologia. El asterisco indica un
indice de probabilidad estadistico menor del 0.01.

La Figura 8 muestra la evolucién durante la vida de los ratones salvaje y homocigoto knockout para vav3 de
los niveles plasmaticos de catecolaminas (neurotransmisores especificamente liberados por las neuronas del sistema
nervioso simpético). La Figura 8 A muestra los niveles de noradrenalina (expresados en nanomoles por litro de plasma).
La Figura 8B muestra los niveles de adrenalina (expresados en nanomoles por litro de plasma). La Figura 8C muestra
los niveles de dopamina (expresados en nanomoles por litro de plasma). Estos valores se calcularon utilizando técnicas
de ELISA (para la noradrenalina y la adrenalina) y RIA (para el cédlculo de los niveles de dopamina) con ratones de
la edad indicada (expresada en en meses). Los resultados presentados en esta figura indican que los ratones vav3 (-/-)
poseen, desde el nacimiento, niveles elevados de las tres catecolaminas.
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La Figura 9 muestra los niveles del enzima tirosin hidroxilasa (TH) en diversas areas del sistema nervioso simpa-
tico. La TH es un marcador especifico del sistema nervioso simpdtico, siendo el enzima que cataliza el paso limitante
de la produccidn de catecolaminas en dichas células. Los niveles de TH se analizaron mediante técnicas inmunohisto-
quimicas usando un anticuerpo especifico contra la TH. Las 4reas que se estudiaron fueron la médula de la gldndula
adrenal, cortes de cerebro y zonas del cerebro como el bulbo olfatorio, fibras simpaticas, y el drea tegmental ventral.
En todas ellas puede verse un aumento de los niveles de TH en los ratones vav3 (-/-) cuando se comparan con zonas
similares procedentes de ratones vav3 (+/+).

La Figura 10 muestra la hiperplasia de la médula de la gldndula suprarrenal en los ratones vav3 (-/-). La Figura 10A
muestra secciones histoldgicas (tefiidas con hematoxilina-eosina) de glandulas suprarrenales de ratones vav3 (+/+) y
vav3 (-/-) a las edades indicadas. Se aprecia un aumento significativo del tamafio de las glandulas con la edad en los
ratones vav3 (-/-). La Figura 10B muestra la evolucién del peso de la glandula suprarrenal (expresada en miligramos)
en los ratones vav3 (+/+) y vav3 (-/-) a diferentes edades (expresadas en meses). Se aprecia un aumento progresivo en
el peso de las cdpsulas de los ratones homocigoto knockout. La Figura 10C demuestra que el aumento en el tamafio
de la glandula suprarrenal se debe exclusivamente a una hiperplasia de su regién medular y no de la cortical, como se
aprecia por el aumento de la razén médula/cértex en dichos animales.

La Figura 11 describe el efecto del propranolol sobre la enfermedad cardiovascular presente en los ratones vav3
(-/-). El propanolol es una molécula antagonista de los receptores beta-adrenérgicos, por lo que bloquea la accién
de las catecolaminas producidas por el sistema nervioso simpdtico. El tratamiento con propranolol sigui6 el mismo
sistema que el tratamiento con captopril mencionado en la Figura 7 (ver mds arriba). La Figura 11A muestra el
efecto del propranolol sobre la presién arterial media (expresada en milimetros de mercurio) de los ratones vav3
(+/+) (barras negras) y vav3 (-/-) (barras blancas). La Figura 11B muestra el efecto del propranolol sobre el ritmo
cardiaco (expresado en latidos por minuto) de de los ratones vav3 (+/+) (barras negras) y vav3 (-/-) (barras blancas).
La Figura 11C muestra el efecto del propranolol sobre los niveles de angiotensina II (expresados en picogramos por
mililitro de plasma) de los ratones vav3 (+/+) (barras negras) y vav3 (-/-) (barras blancas). La Figura 11D muestra que
el tratamiento con propranolol bloquea la aparicién de la hipertrofia de la aorta (paneles inferiores) y del ventriculo
izquierdo del corazén caracteristico (paneles superiores) de los ratones vav3 (-/-). El asterisco indica un indice de
probabilidad estadistico menor del 0.01. Tomados conjuntamente, estos resultados indican que el propranolol bloquea
completamente la aparicién de los diferentes pardmetros de la enfermedad cardiovascular en los ratones vav3 (-/-).

La Figura 12 muestra el efecto de la bicuculina (un inhibidor de las sinapsis inhibitorias GABAérgicas), de la
noradrenalina y el GYKI52466 (un inhibidor de las sinapsis estimuladoras de glutamato) sobre la presion arterial
(expresada en milimetros de mercurio) de los ratones vav3 (+/+) (lineas oscuras) y vav3 (-/-) (lineas claras). La Fi-
gura 12A muestra la deteccidn en tiempo real de la presion arterial (expresada en milimetros de mercurio) de ratones
con los genotipos indicados tras el tratamiento la introduccion en el torrente sanguineo de la bicuculina (10 mg/kg)
o noradrenalina (10 ug/kg). Se aprecia que los ratones vav3 (-/-) no responden adecuadamente al tratamiento con
la bicuculina pero, como cabria esperar, si lo hacen tras la inyeccién de noradrenalina, una catecolamina que in-
duce aumento de la presion arterial debido a sus actividades vasoconstrictoras. La Figura 12B muestra el resumen
de los valores obtenidos con 5 ratones independientes del pico maximo de presion arterial (en milimetros de mer-
curio) obtenido tras el tratamiento con la bicuculina. Se aprecia que, a diferencia de los ratones vav3 salvajes, los
ratones vav3 (-/-) responden marginalmente al tratamiento con bicuculina. La Figura 12C muestra la variacién (so-
bre su control respectivo) de los niveles de adrenalina y noradrenalina en el plasma de los animales vav3 (+/+) y
vav3 (-/-) tras el tratamiento con bicuculina. Estos valores fueron obtenidos mediante la técnica de ELISA. Puede
comprobarse que, a diferencia de los ratones salvajes, los ratones vav3 (-/-) no incrementan las catecolaminas tras
el tratamiento con bicuculina. La Figura 12D muestra la deteccién en tiempo real de la presion arterial (expresada
en milimetros de mercurio) de ratones con los genotipos indicados tras el tratamiento la introduccién en el torren-
te sanguineo del GYK152466 (10 mg/kg) o noradrenalina (10 ug/kg). Se aprecia dicho tratamiento no ejerce efec-
tos detectables sobre ninguno de estos ratones. El asterisco indica un indice de probabilidad estadistico menor del
0.01.

La Figura 13 muestra el estado de las sindpsis inhibitorias GABAérgicas de la médula ventrolateral de los ratones
vav3 (+/+) y vav3 (-/-). En la Figura 13A, se utilizaron técnicas inmunohistoquimicas para detectar la expresién
en la médula ventrolateral de estos animales de las moléculas GAD65 (un enzima que interviene en la sintesis del
neurotransmisor dcido gamma-aminobutirico, GABA) y GAT-1 (un transportador de GABA). Como controles, se
incluyeron inmunohistoquimicas usando anticuerpos contra el enzima TH y la propia proteina Vav3. Se aprecia, como
era de esperar, un aumento en los niveles de TH y la eliminacién de la proteina Vav3 en los ratones vav3 (-/-). De
manera mas importante, se ve que los ratones vav3 (-/-) carecen de niveles adecuados de GAD65 y GAT-1, indicando
que las sinapsis inhibitorias GABAérgicas no se han formado adecuadamente. La Figura 13B muestra una medicién
independiente de los niveles de expresién de la TH, GAD65 y Vav3 mediante la técnica de Western blot en extractos
celulares procedentes de la médula ventrolateral de ratones vav3 (+/+), vav3 (+/-) y vav3 (-/-). Como control de carga,
se detectaron los niveles de actina (una proteina citoesquelética) en los mismos extractos celulares.

La Figura 14 muestra el estado de las sindpsis simétricas y asimétricas en las neuronas simpaticas de la médula
ventrolateral de los ratones vav3 (+/+) y vav3 (-/-). La Figura 14A muestra una microscopia electrénica donde se apre-
cia una reduccidn significativa en el nimero de sindpsis simétricas (GABAérgicas, indicadas con flechas blancas) en
la médula ventrolateral de los ratones vav3 (-/-). La Figura 14B muestra un histograma donde se cuantifican el nimero
de las sinapsis simétricas (panel izquierdo) y asimétricas (panel derecha) en la médula ventrolateral de ratones vav3
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(+/+) (negro) y vav3 (-/-) (blanco). En la Figura puede apreciarse un descenso significativo de las sindpsis simétricas
pero no de las asimétricas.

Ejemplos de realizacion

La invencién se entenderd mejor con referencia al siguiente ejemplo. Dicho ejemplo no se debe considerar de
ninguna forma limitante del alcance de la invencion.

Ejemplo 1
Preparacion de un raton knockout de vav3
LI Preparacion de la construccion de DNA knockout

Un cromosoma artificial bacteriano (BAC, del inglés bacterial artificial chromosome) que contenia secuencias del
gen vav3 murino fue identificado por un rastreo por PCR de una genoteca de BACs de DNA genémico construi-
da a partir de la cepa de ratén 129 SvJ. Para ello, se utilizaron un paquete de cebadores oligonucleotidicos (23F: 5°-
GGACATGGAGCCGTGGAAGC-3 (SEQIDNOI1)y 168R: 5’-TGAGCAGCTGGCAGAGCAGG-3’ (SEQ ID NO2))
disenados a partir de la secuencia de cDNA del vav3 murino (Genebank, nimero de acceso AF067816). El clon de
BAC (que recibi6 el nimero de referencia 26520) fue confirmado mediante hibridacién por Southern blot con una
sonda marcada radioactivamente correspondiente al exén 1 del gen vav3 murino. El clon fue digerido seguidamente
con un panel de 10 enzimas de restriccién y aquéllos conteniendo secuencias correspondientes al exén 1 del gen vav3
murino fueron subclonados en un vector bacteriano (pZERO-2, Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EE.UU).
Cinco fragmentos de DNA gendmico derivados del BAC #26520 tras digestién con Acc65i, BamHI, EcoRI, EcoRV y
HindIII que abarcan un total de 17.5 kilobases del locus de interés fueron subsiguientemente cartografiados mediante
digestion con enzimas de restriccién e hibridacién por Southern blot con la sonda generada por PCR mencionada
anteriormente que contenia el exén 1 del gen vav3 murino. Junto a ello, se realizaron reacciones de secuenciacion de
los extremos de cada subclén (usando los primers M13F (5’-GTAAAACGACGGCCAGT-3’, SEQ ID NO3) y M13R
(5’-AACAGCTATGACCATG-3’, SEQ ID NO4) presentes en el vector p-ZERO-2). Dicha secuenciacién permiti es-
tablecer donde estaba localizado del ex6n 1 del gen vav3 murino dentro de dichos subclones. Resulté que el exén 1
estaba presente en el subclén Acc651#1 (secuenciado con el oligonucleétido M13R) y en subclén BamHI#1 (secuen-
ciado con el oligonucleétido M13R). Se traté también de identificar el segundo exén del gen vav3 usando la misma
estrategia. Sin embargo, estos resultados fueron negativos, lo que indicé que la parte del gen vav3 clonada més arriba
constaba de la regién promotora, exon 1 y el intrén localizado tras el exén 1 pero ninguna otra secuencia exénica (ver
Figura 1) (SEQ ID NOS).

Para generar el vector knockout, se liber6 del subclon EcoRI#1 un fragmento de 4.5 kilobases mediante digestion
con los enzimas de restriccion Acc651 y HindIII. Tras generar extremos romos usando técnicas estandar, el fragmento
Acc651-HindIII se subcloné en el plasmido p38LoxPNeobGHpA (IncyteGenomics, St. Louis, MI, EE.UU.) lineariza-
do con el enzima de restriccién Sfel. Este clonaje situé el brazo 5° del constructo delante del gen marcador neo®, el
cual estd flanqueado por dos regiones LoxP. Ademads, dicho pldsmido contiene la regién poliA del gen bovino de la
hormona del crecimiento (bGH) detrds del gen marcador neoR (ver Figura 1B para esquema de dicho vector). Estas
secuencias exdgenas suman, en total, una longitud de 1.5 kilobases. Como consecuencia de la ligacién de dicho frag-
mento, los sitios Acc651 (presente en dicha regién del gen vav3 murino), HindIII (presente en dicha regién del gen
vav3 murino) y Sfel (presente en el vector) quedaron destruidos (ver Figura 1). Para generar el brazo 3’ del vector
knockout, se liber6 del subclén HindIII#1 un fragmento de DNA gendmico de 4.2 kilobases mediante digestiéon con
los enzimas Nrul (presente en el interior del exén 1 del gen vav3 murino, ver Figura 1) y Ecl136II (estd dltima es una
digestion parcial para evitar el corte del fragmento en un sitio Ec136II adicional que se encuentra dentro del subclén
HindIII#1). Este fragmento se clond en el vector knockout que ya contenia el brazo 5° de vav3 (ver mds arriba) para
generar el vector knockout definitivo (p38LoxPNeobGHpAIVav3). Como consecuencia de dicha ligacidn, el sitio Nrul
(presente en dicha regién del gen vav3 murino), el sitio Ecl136II mas distal del fragmento (presente en dicha regién
del gen vav3 murino) y el sitio Smal (presente en el vector) quedaron destruidos (ver Figura 1). Una vez construido,
el vector knockout (Figura 1), éste se transformd en la bacteria E. coli (cepa DHS5 alfa) para su amplificacién y puri-
ficacién posterior mediante técnicas estandard de biologia molecular. Después de estos pasos, el vector knockout se
utiliz6 para electroporar células ES de ratén (ver seccién siguiente).

1.2. Electroporacion e inyeccion de células madre

La construccién knockout de plasmido purificado (p38LoxPNeobGHpA/Vav3, ver seccion anterior) fue linealizada
en la regién del polylinker del plasmido generando asi un brazo mds corto y un brazo mds largo de la secuencia de vav3
en cada lado del gen neo®. La construccién knockout linealizada se transfectd en la linea de células madre embrionarias
0101 (IncyteGenomics, Inc., St. Louis, MI, EE.UU) como sigue: se aiadieron aproximadamente 5 nmoles de DNA
linealizado a aproximadamente 5 x 10° células ES en un volumen de aproximadamente 800 pi de medio de cultivo.
Las células se trataron con pulsos a 0,34 kilovoltios y 250 uF, tras lo cual cada vial de células se cultivé en dos placas
de cultivo de 10 cm revestidas con gelatina al 1% y que contenian células alimentadoras de fibroblasto embrionario
en 10 ml de medio DMEM (Gibco/BRL, Grand Island, NY), suero de ternero fetal al 15% (Invitrogen, Carlsbad, CA,
EE.UU. o el equivalente de Hyclone Labs, Logan, UT, EE.UU.), y factor de inhibicién de leucemia (Fung-Leung et
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al., Cell, 65:443-449 [1991]). Dos dias después, se inici6 la seleccién neo afiadiendo el antibidtico G418 a los cultivos
(250 ug/ml). Las células que sobrevivieron en presencia de G418 la mayoria probablemente contenian la construccién
knockout. Después estas células se cribaron para verificar que las células habian incorporado la construccién knockout
en el DNA genémico. Para el cribado de los clones celulares supervivientes, se aislé el DNA gendmico de las células
seleccionadas positivamente en presencia del antibiético G418. Como testigo, se emple6 DNA gendmico aislado del
clon original de células ES que no habfa sido electroporado. Los DNAs gendmicos se digirieron de dos maneras
alternativas: (i) con el enzima de restriccion BamHI. (ii) con el enzima de restriccion EcoRV. Tras la digestion, los
DNAs digeridos se transfieren a filtros de nitrocelulosa (Schleicher and Shuel, Keene, NH, EE.UU.) mediante la
técnica de Southern y se hibridaron con sondas marcadas radioactivamente que correspondian a fragmentos del DNA
genémico que flanqueaban las introducidas en el vector knockout (denominadas sondas 5’ y 3°, ver Figura 1). En
el caso de los DNAs digeridos con BamHI, la sonda usada (sonda 3’) correspondia a un fragmento Sacl-BamHI de
1.300 pares de bases (bp) del intrén localizado tras el exén 1 del gen vav3 murino (ver Figura 10). En el caso de
los DNAs digeridos con EcoRYV, la sonda utilizada (sonda 5°) correspondia a un fragmento Kpnl de 1.700 bp del gen
vav3 murino que estaba presente antes del brazo 5’ usado en la construccién knockout. La sonda 3° debe de reconocer
los siguientes fragmentos en el DNA linearizado con BamHI: (i) una banda de 6,0 kbp si el DNA contiene el alelo
endégeno (salvaje); (ii) una banda de 7,5 kbp si el DNA contiene el alelo recombinante knockout (ver Figura 1). La
sonda 5’ debe reconocer los siguientes fragmentos del DNA linearizo con el enzima EcoRV: (i) una banda de 11,7 kbp
si el DNA contiene el alelo endégeno (salvaje); (ii) una banda de 8,4 kbp si el DNA contiene el alelo recombinante
(knockout, ver Figura 1). Junto a estas sondas, se utiliz6 también una sonda correspondiente al gen neo® para verificar
que existia una unica integracién del vector knockout en el genoma de las células ES seleccionadas.

Las lineas celulares que contenian el inserto vav3-neo que se habia insertado en el DNA gendmico adecuadamente,
se prepararon para inyectarlas en embriones murinos por tratamiento con tripsina siguiendo métodos descritos por Ro-
bertson (Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells: A Practical Approach, IRL Press, Washington, D.C., [1987],
Robertson, E.J., ed). Los embriones inyectados eran embriones de 3,5 dias obtenidos por perfusién del ttero de ra-
tones hembra que se habia apareado con ratones macho. Después de inyectar las células madre embrionarias en los
embriones, los embriones se implantaron en ratones hembra pseudopreiladas para la gestacion. Las crias se aparearon
entre ellas o con un ratén con un color de pelaje adecuado para poder detectar los ratones que llevaban la construccién
knockout.

1.3. Deteccion de la construccion knockout en ratones

Se evalud la presencia de la construccién knockout en las crias de estos apareamientos mediante deteccién de
una transferencia Southern de DNA obtenida de tejido de la cola, con las sondas 5’ y 3° descritas antes. Ademds, se
estableci6 un protocolo para la determinacién mds rapida del genotipo de los ratones mediante la técnica de PCR. Para
eso, se disefiaron los siguientes oligonucleétidos para usar como cebadores en la reaccion:

Primer 1 (denominado bGH?2): 5’-GCATCGCATTGTCTGAGTAGG-3’ (SEQ ID NO6)
Primer 2 (denominado VAV3-KO-3"): 5’-TGAGCAGCTGGCAGAGCAGG-3’ (SEQ ID NO7)
Primer 3 (denominado VAV3-KO-5’): 5-GGACATGGAGCCGTGGAAGC-3’ (SEQ ID NO8)

Cuando son usados conjuntamente en reacciones PCR con DNA gendmico obtenido de las colas de ratén, estos
oligonucleétidos dan lugar a las siguientes bandas diagndsticas: (i) en el caso de ratones salvajes: una tnica banda de
150 bp; (ii) en el caso de ratones homocigotos: una tnica banda de 200 bp; (iii) en el caso de ratones heterocigotos:
dos bandas de 150 y 200 bp (Figura 2).

Para evaluar el nivel de expresién de la oncoproteina Vav3 en ratones de tipo salvaje y knockout, se obtuvieron
usados celulares de 1a médula ventrolateral presente en el cerebro de estos ratones. Los extractos celulares se obtuvie-
ron por homogenizacién de fragmentos de tejido en el tampén de lisis [20 mM Tris-HCI [pH 7.4], 150 mM NacCl, 1%
Nonidet P-40 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EE.UU.), I mM NaVO, (Sigma-Aldrich), | mM NaF (Sigma-Aldrich),
5 mM iodoacetamida (Sigma-Aldrich), y un a cocktail de inhibidores de proteasas Cgmplete; Roche Molecular Bio-
chemicals, Manheim, R.F. Alemana)]. Tras la homogenizacidn y la eliminacién de material celular insoluble mediante
centrifugacion, los lisados resultantes se incubaron con un anticuerpo policlonal contra Vav3 durante 2 horas. Tras ello,
los anticuerpos fueron inmobilizados usando bolas acopladas a Protein A Sepharose (Amersham Biosciences Co., Pis-
cataway, NJ, EE.UU.), lavados con tampén de lisis y, finalmente, separados electroforéticos en geles desnaturizantes
de poliacrilamida al 8%. La proteina Vav3 fue detectada por técnicas estindard de inmunoblot usando anticuerpos
especificos contra Vav3.

Alternativamente, la determinacion de la expresion de la proteina Vav3 se realizé mediante técnicas inmunocito-
quimicas en diversos tejidos de ratones usando anticuerpos especificos contra Vav3. Estos estudios demostraron que la
proteina se expresaba exclusivamente en los ratones salvajes pero no en los homocigotos knockout (ver, por ejemplo,
la Figura 13A y B)
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Ejemplo 2
Andlisis de los efectos del gen vav3 knockout
2A. Presion arterial y frecuencia cardiaca

Todas las determinaciones hemodindmicas fueron llevadas a cabo en conformidad con las disposiciones nacionales
e internacionales sobre uso y cuidado de animales de laboratorio (Consejo de Europa, publicacién en el Diario oficial
n°® L358/6, pag. 8509-8512, 18 de diciembre de 1986; BOE n° 67, pag. 8509-8512, 18 de marzo de 1988; “Guide for
the care and use of laboratory animals”, NIH publication n® 8523). Los ratones fueron anestesiados con pentobarbital
sédico (40 mg/kg peso corporal) (Sigma-Aldrich) o, en algunos casos (tratamientos con bicuculina), con uretano (2
mg/kg peso corporal) (Sigma-Aldrich). Dosis adicionales de pentobarbital sédico (10 mg/kg de peso corporal) fueron
administradas durante el experimento cuando se necesité mantener los animales anestesiados. Para medir la presién
arterial y el ritmo cardiaco, los ratones fueron sometidos a una traqueotomia. Posteriormente, la arteria carétida derecha
fue canulada con un tubo PE-10 conectado a su vez a un tubo PE-50y, éste, a un transductor de presion para permitir
la medicién continua de la presion arterial y el ritmo cardiaco. Los valores experimentales fueron recogidos usando
un grabador de datos digital (MacLab/4e, AD Instruments, Castle Hill, Australia) y analizados usando el programa
informatico Chart v3.4. La presion arterial basal (sist6lica, diastdlica y media) asi como el ritmo cardiaco fueron
registrados tras un periodo de adaptacién de 20 minutos en todos los experimentos.

Como se ve en Figura 3, los ratones vav3 (-/-) - pero no los vav3 (+/-) o vav3 (+/+) - poseen una marcada taquicardia
e hipertension (Figura 4).

2B. Histologia de arterias y corazon

Los corazones y aortas fueron seccionados y fijados en paraformaldehido al 4% en solucién salina fisiolégica y
embebidos en parafina (Termo Electrén Corporation, New-York, NY, EE.UU.). Tras ser cortadas con un microtomo,
las secciones (2-3 um) fueron tefiidas con hematoxilina-eosina. Las cuantificaciones del nimero de células en las
secciones teflidas fueron realizadas a ciegas utilizando en software Metamorph-Metaview (Universal Imaging Co.,
West Chester, PA, EE.UU.).

Es evidente que, a partir de los cuatro meses de edad, los ratones vav3 (-/-) experimentan los siguientes cambios
cuando se comparan con los ratones salvajes control: (i) hiperplasia de la media de la aorta (comparar dos primeras
lineas). Esta se debe tanto a un mayor nimero de células de misculo liso como de fibras de coldgeno y elastina; (ii) una
desorganizacion de la media de la aorta, que pierde su estructura estratificada tipica; (iii) una hiperplasia del ventriculo
izquierdo del corazén (comparar las dos dltimas lineas) (Figura 4).

2C. Determinacion de los niveles de actividad de renina y ECA

Los ensayos cuantitativos de la actividad de la renina en el plasma de ratones fue medida por RIA usando un kit
comercial (Ren-CT2) y de acuerdo con las recomendaciones del proveedor (Schering Espafia SA, Madrid, Espafia)
(Figura 5A). Brevemente, el ensayo se realiza en 250 ul de plasma suplementado con 4% EDTA (Sigma-Aldrich)
como anticoagulante. El paso principal del ensayo es la generacion de angiotensina I marcada con '*I durante una
incubacién a 37°C durante 1.5 horas. Consecuentemente, el principio del ensayo estd basado en la competicion entre
la angiotensina I marcada y la angiotensina I contenida en los testigos o especimenes a ensayar por un ndmero fijo
y limitado de sitios de unién del anticuerpo contra angiotensina I. La radioactividad es medida con un contador de
centelleo gamma. Estos ensayos indicaron que la actividad de la renina estaban elevados en los ratones vav3 (-/-)
(Figura 5A).

La actividad de la enzima convertidora de angiotensina I (ECA) se determiné mediante el uso del tripéptido Hip-
purly-His-Leu (Chevillard et al., Eur. J. Pharmacol., 148: 79-91 [1998], Chevillard et al., J. Cardiovasc. Pharmacol.,
14:297-301 [1999]). La proteasa ECA puede cortar dicho tripéptido, tras lo cual el producto de la reaccién (Hippurly-
His) puede ser cuantificado mediante métodos espectrofluorimétricos utilizando o-oftalaldehido. Para realizar estos
andlisis, los corazones de ratones de los genotipos adecuados se homogenizaron en presencia de 50 mM KPO,. Tras la
eliminacién del material insoluble, se tomaron 100 w1 del lisado (conteniendo un total de 20 mg de extracto proteico),
afladiéndoseles seguidamente 50 ul de agua y 100 1 de Hippurly-His-Leu 1.5 M (Sigma-Aldrich). Tras una incuba-
cién a 37°C durante 10 min, las reacciones se pararon por la adicién de 1,45 ml de 280 mM NaOH. Seguidamente, la
reaccion de fluorescencia se realiz6 mediante la adicién de 100 ul de o-oftalaldehido al 1% (Sigma-Aldrich) durante
10 minutos en la oscuridad, tras lo cual se afiadieron 200 ul de 3N HCI durante 30 minutos para permitir la liberacién
de fluorescencia. La intensidad de ésta en la longitud de onda de 486 nm fue determinada mediante un fluorimetro
convencional (Perkin Elmer). Estos ensayos permitieron descubrir que la actividad de la ECA estaba elevada en los
ratones vav3 (-/-) (Figura 5B).

2D. Determinacion de los niveles plasmdticos de angiotensina Il y bradiquinina
La concentracién de la angiotensina II en plasma se determiné por ELISA usando el kit Angiotensin II Enzyme
Immunoassay (SPI, Bio, Massy, Francia), exactamente como se indica en el protocolo de la empresa suministradora.

Para ello, se recogieron muestras de sangre de cada ratén en tubos conteniendo 4% EDTA (Sigma-Aldrich). Tras ello,
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100 wl del plasma de cada ratén se incubaron independientemente en placas cubiertas con un anticuerpo monoclonal
contra la angiotensina II. Tras ser lavados y sometidos a un tratamiento desnaturalizante, la angiotensina II se hizo
reaccionar con un anticuerpo monoclonal contra la angiotensina II marcado con acetilconinesterasa para inducir una
reaccion colorimétrica. La intensidad del color se determiné seguidamente por espectrometria (entre 405 y 414 nm).

La concentracién de la bradiquinina en plasma de ratones se analiz6 utilizando un kit de RIA comercial de acuerdo
con el protocolo del fabricante (Markit-M Bradykinin, Dainippon Pharmaceutical Co., Osaka, Japan). En cada muestra
se emplearon 200 ul de plasma.

Estos protocolos permitieron descubrir, entre otras cosas, que los niveles de angiotensina I y bradiquinina estaban
elevados desde el nacimiento en los ratones vav3 (-/-) (Figuras 5D y SE, respectivamente). También permitieron ver
que el tratamiento con captopril bloqueaba el incremento de angiotensina II en los ratones vav3 (-/-) (Figura 7B).
También se producia dicho bloqueo tras el tratamiento de ratones vav3 (-/-) con propranolol (Figura 11C).

2E. Determinacion de niveles de expresion de receptores AT, para la angiotensina I1

La cuantificacién de los niveles de expresion de los RNA mensajeros para los receptores AT1 de la angiotensina
II se realiz6 mediante la técnica de RT-PCR en tiempo real. Para ello, se utiliz6 inicialmente el reactivo Trizol (Life
Technologies, Rockville, MD, EE.UU.) para obtener los RNA totales de corazén, aorta, y arteria pulmonar de los
diferentes ratones. La retrotranscripcién y PCR cuantitativa se llevé a cabo consecutivamente usando el kit Quantitec
SYBR Green RT-PCR (Qiagen, Hilden, Germany). La amplificacion en cadena de la polimerasa se llevé a cabo con
dos cebadores de oligonucledtidos especificos para los receptores AT :

AT1-F:  5-AAAGGCCAAGTCGCACTCAAG-3’ (SEQ ID NO9Y)

AT1-R:  5’ATTTAGTCCGATGCTGO00TG-3’ (SEQ ID NO10)

y el termociclador iCycler iQ (BioRad, Manchen, R.F. Alemana) usando el intercalador SybrGreen como marcador
fluorescente. Las amplificaciones fueron evaluadas utilizando el “iCycler iQ Real Time Detection System software”
(BioRad). Como testigo para permitir la normalizacién de resultados entre las diferentes muestras, se us6 en paralelo
una RT-PCR cuantitativa en tiempo real del RNA mensajero que codifica para la proteina p36b4. En este caso, los
cebadores usados en la PCR fueron el p36b4-F (5’-GTGTTTGACAACGGCAGCATT-3") (SEQID NO11) y el p36b4-
R: 5’-TTGATGATGGAGTGT GGCACC-3’) (SEQ ID NO12). Estas técnicas permitieron demostrar que el mRNA
para los receptores AT, estaban incrementados en la aorta y el corazén de los ratones vav3 (-/-) (Figura 5C).

2F. Cuantificacion de los efectos de losartdn

El inhibidor losartdn (DUP 153), un antagonista de la angiotensina II que bloquea su interaccidn con los receptores
de tipo AT, fue obtenido de DuPont (Willmington, DE, EE.UU.), disuelto en solucién salina fisiol6gica, y suministra-
do a los ratones en una dosis sencilla (10 mg/kg de peso corporal) a través de un catéter introducido en la vena yugular
izquierda de cada ratén. El losartdn fue suministrado como un bolo, usando intervalos de tiempo entre las inyecciones
de suficiente extension para permitir el retorno de la presion arterial a niveles basales. La presion arterial se determind
como en la Seccidon 4A. Se aprecia que el tratamiento con losatdn produce una rdpida disminucién de la presion arterial
media (expresada en milimetros de mercurio) tanto en los ratones salvajes como homocigotos knockout (Figura 6).

2G. Cuantificacion de los efectos del captopril y propranolol

Ratones de tres meses de edad fueron mantenidos en el animalario con agua de beber que contenia o carecia del
inhibidor captopril (Sigma-Aldrich, concentracién 100 pg/ml). El captopril es una molécula que inhibe la actividad del
enzima ECA (ver Figura 6A). Tras un periodo de 5 semanas, la presion arterial y ritmo cardiaco fueron determinados
como se indica en la Seccién 4A. Alternativamente, los ratones fueron sacrificados, tras lo cual su plasma fue utilizado
para determinar la concentracion de angiotensina II (ver Seccién 4A) y estudios histolégicos con secciones de corazén
y aorta (ver Seccién 4B). El mismo esquema experimental fue seguido en los tratamientos con propranolol (Sigma-
Aldrich). Este se suministré via oral usando una concentracion en el agua de beber de los ratones de 0,5 ug/ml.

En la Figura 7 se aprecia que el tratamiento con captopril inhibe la enfermedad cardiovascular tipica de los ratones
vav3 (-/-), tal como se ve en los niveles bajos de presion arterial (A) y de angiotensina II (B) asi como en las histologias
normales de sus aortas y corazones (C). En resumen, los efectos del losartan (Figura 6B) y captopril (Figura 7) sobre
la enfermedad cardiovascular de los ratones vav3 (-/-) confirma que la desregulacion de la ruta de la angiotensina II
esté detras de dicha patologia.

El propanolol es una molécula antagonista de los receptores beta-adrenérgicos, por lo que bloquea la accién de las
catecolaminas producidas por el sistema nervioso simpdtico. El tratamiento con propranolol bloquea la aparicién de
la hipertrofia de la aorta (paneles inferiores) y del ventriculo izquierdo del corazén caracteristico (paneles superiores)
de los ratones vav3 (-/-). (Figura 11D).
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2H. Cuantificacion de los niveles de catecolaminas en plasma

Los niveles de noradrenalina, adrenalina y dopamina en el plasma de ratones fueron determinados por ELISA
(noradrenalina y adrenalina) o RIA (dopamina) usando un kit comercial (CatCombi ELISA, IBL-Hamburg, R.F. Ale-
mana). El uso de estas técnicas permitié observar que los niveles de estas tres catecolaminas estaban elevadas en los
ratones vav3 (-/-) desde el nacimiento (ver Figura 8). También sirvieron para demostrar que la bicuculina no induce
efectos apreciables en los niveles de catecolaminas en los ratones vav3 (-/-) pero si en los ratones vav3 (+/+) (ver
Figura 12C).

21. Deteccion de niveles de tirosin hidroxilasa (TH) en tejidos de ratones

La TH es un marcador especifico del sistema nervioso simpdtico, siendo el enzima que cataliza el paso limitante
de la produccién de catecolaminas en dichas células. Secciones de tejidos obtenidos segun lo indicado en la Seccién
4B fueron analizadas por técnicas inmunocitoquimicas estandar utilizando anticuerpos de conejo contra la tirosin
hidroxilasa (dilucién 1:100; Chemicon, Temecula, CA, EE.UU.). Tras una incubacion a 4°C durante 48 horas, las
secciones fueron lavadas con TBS-T (5 mM Tris-HCI (pH 7.4), 140 mM NacCl, 0.1% Tween) e incubadas con leche en
polvo descremada resuspendida en TBS-T y suplementada con un anticuerpo de cabra contra IgG de conejo acoplado
a la peroxidasa de rdbano (1:200, Amersham Biosciences Co.). Tras una incubacién durante 1 hora a temperatura
ambiente, las secciones se lavaron y trataron con daminobenzida (DakoCytomation, Glostrup, Denmark). Tras la
reaccion, las secciones fueron lavadas otra vez, tefiidas con hematoxilina-eosina, y cubiertas con cubreobjetos para su
visualizacién por microscopia.

Las dreas que se estudiaron usando esta técnica fueron la médula de la glandula adrenal, cortes de cerebro y zonas
del cerebro como el bulbo olfatorio, fibras simpaticas, y el area tegmental ventral. En todas ellas puede verse un
aumento de los niveles de TH en los ratones vav3 (-/-) cuando se comparan con zonas similares procedentes de ratones
vav3 (+/+) (Figura 9).

2]. Cuantificacion de los efectos de la bicuculina, GYKI y noradrenalina

Se determinaron los efectos de la bicuculina (un inhibidor de las sinapsis inhibitorias GABAérgicas), de la no-
radrenalina y el GYKI52466 (un inhibidor de las sinapsis estimuladoras de glutamato) sobre la presién arterial de
los ratones vav3 (+/+) y vav3 (-/-) (Figura 12). Para ello, la vena yugular izquierda de los ratones en estudio fueron
cateterizadas para la administracién de la bicuculina (Sigma-Aldrich), del GYKI52466 (Sigma-Aldrich) y de la no-
radrenalina (Sigma-Aldrich). Estas sustancias fueron suministradas como un bolo, usando intervalos de tiempo entre
las inyecciones de suficiente extension para permitir el retorno de la presién arterial a niveles basales. La bicuculina,
el GYM 52466 y la noradrenalina fueron disueltas en solucién salina fisiolégica y suministradas en una dosis Unica
usando 10 mg/kg de peso corporal (en el caso de la bicuculina y GYKI52466) o 10 ug/kg de peso corporal (en el caso
de la noradrenalina). La presion arterial y ritmo cardiaco se evaluaron segtn lo indicado en la Seccién 4A. Usando
estas técnicas se aprecié que los ratones vav3 (-/-), contrariamente a lo visto con los ratones vav3 (+/+) control, no
responden adecuadamente al tratamiento con la bicuculina (Figura 12A-C). En cambio los ratones vav3 como los vav3
(+/+), si responden adecuadamente tras la adicién de adrenalina (Figura 12A,D). El inhibidor GYKI52466 no ejercid
efectos detectables independientemente del genotipo del ratén estudiado (Figura 12D).

2K. Deteccion por inmunohistoquimica y por western blot de los niveles de expresion de GAD65, GAT-1 y Vav3
en sindpsis inhibitorias GABAérgicas de la médula ventrolateral de los ratones vav3 (+/+) y vav3 (-/-) (Figura 13)

Para la deteccién de las protefnas por técnicas inmunohistoquimicas, secciones histoldgicas procedentes de mé-
dulas ventrolaterales de ratones de cada genotipo y de cuatro meses de edad fueron preparadas como se ha descrito
previamente (Secciones 4B and 4I). Tras ello, fueron incubadas toda la noche a 4°C con anticuerpos policlonales de
conejo contra GADG65 (dilucién 1:200, Chemicon) y GAT-1 (dilucién 1:200, Chemicon). En el caso de la deteccion de
Vav3, se utilizaron anticuerpos policlonales de conejo generados en el propio laboratorio que reconocen a la proteina
Vav3 y no a sus proteinas relacionadas (Vav y Vav2). En este caso, las incubaciones fueron realizadas durante 1 hora
a temperatura ambiente.

Para la deteccién de proteinas por inmunoblot, las médulas ventrolaterales de ratones de 4 meses de edad de los
genotipos adecuados fueron disectadas en solucién salina fisioldgica y homogenizadas en un tampo6n de lisis que
contenia 20 mM Hepes-NaOH (pH 7,2), 10 mM KCI, 10 mM NaCl, 5 mM MgCl,, ImM ditiotritol, y un céctel
de inhibidores de proteasas (Cgmplete, Roche Molecular Biochemicals). Tras la estimacién de la concentracién de
proteinas por el método BioRad Protein Assay (BioRad), cantidades iguales de proteina fueron cargadas en pocillos
independientes de un gel de poliacrilamida-SDS al 8%. Tras la separacion electroforética, las proteinas se transfirieron
a una membrana de nitrocelulosa (Schleicher & Schuell) y se incubaron con los anticuerpos discutidos en esta seccién
y precedentes. Las bandas inmunoreactivas se visualizaron mediante anticuerpos contra IgG de conejo conjugados
a la peroxidasa de rabano (dilucién 1:5000), utilizando un kit comerical de quimioluminiscencia (ECL, Amersham
Biosciences Co.).

El uso de estas técnicas permitié demostrar, por un lado, que los niveles de TH estaban incrementados en la médula
ventrolateral de los ratones vav3 (-/-) (Figura 13A,B). Ademds, se observo una disminucién en los niveles de GAD65
y GAT-1 en la médula ventrolateral de los ratones vav3 (-/-) (Figura 13A,B), indicando que las sinapsis inhibitorias
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GABAérgicas no se han formado adecuadamente. Finalmente, el uso de estas técnicas permitié verificar la ausencia
de expresién del gen vav3 en los ratones knockout (Figura 13A,B).

2L. Microscopia electrénica de la médula ventrolateral y evaluacion del niimero de sindpsis simétricas y asimé-
tricas presentes en las neuromas simpdticas

Las médulas ventrolaterales de ratones de cuatro meses de edad fueron disectadas en un tampén fosfato 0.1 M
(pH 7,4) suplementado con paraformaldehido (Sigma-Aldrich) al 4% y glutaraldehido (Sigma-Aldrich) al 1%. Las
muestras fueron cortadas seguidamente con un ultratomo Ultracut E (Reichert-Jung LEICA, Orleand, PA, EE.UU.) y
fijadas en tamp6n fosfato 0,1 M (pH 7.4) conteniendo tetr6xido de osmio al 1%. Las secciones fueron deshidratadas
mediante pases secuenciales en soluciones de acetona (Merck, Whitehouse Station, NJ, EE.UU.) a 30, 50, 70, 80 y
100% y embebidos en una resina de Araldita-Durcupan (Sigma-Aldrich). Se usaron secciones semifinal para identificar
la localizacién y orientacion de los tejidos. Finalmente, secciones ultrafinas fueron cortadas y tefiidas con acetato
de uranilo (Emscope, Urbana, II, EE.UU.) y citrato de plomo (Merck, Whitehouse Station, NJ, EE.UU.). Una vez
obtenidas las micrografias electrénicas, el nimero total de sindpsis simétricas y asiméticas fue determinado de visu
sin conocer previamente el genotipo del ratén de cada muestra. El uso de estas técnicas permitié demostrar que las
sindpsis simétricas GABAérgicas estaban disminuidas en la médula ventrolateral de los ratones vav3 (-/-) (Figura 14).
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REIVINDICACIONES

1. Mamifero no humano knockout ttil como modelo experimental caracterizado porque su genoma posee el gen
vav3 mutado.

2. Mamifero no humano segiin la reivindicacién 1 caracterizado porque es un ratén knockout mutante deficiente
en la proteina Vav3 endégena.

3. Mamifero no humano segtn la reivindicacién 2 caracterizado porque es un ratén que contiene una delecion
dentro de la region 5’ del gen vav3 (zona promotora y parte de exén 1 (SEQ ID NOS5) que conlleva la inactivacién del
gen vav3 enddgeno y al ausencia de expresion de la proteina codificada por éste.

4. Mamifero no humano segtn la reivindicacién 1 caracterizado porque es un mutante heterocigoto para la muta-
cién vav3.

5. Mamifero no humano segtn la reivindicacion 1 caracterizado porque es un mutante homocigoto para la muta-
cién vav3.

6. Procedimiento de obtencién del mamifero no humano segtn las reivindicaciones 1 a la 5 caracterizado porque
permite la anulacién funcional de la proteina Vav3 en las células germinales y/o somadticas de dicho animal y porque
se realiza por recombinacién homéloga del gen vav3 que comprende las siguientes etapas:

a) elaboracién de una construccién knockout de recombinaciéon homéloga vav3 con seleccién positiva que
comprende unas regiones de homologia con sendas secuencias de nucledtidos presentes en dicho gen vav3
enddgeno,

b) transformacion de una célula con la construccién knockout de a),

c) seleccion de los homdélogos recombinantes mediante la técnica de seleccidn positiva, y

d) las células con la construccion insertada se introducen en embriones que posteriormente son implantados

en hembras receptoras para su adecuada gestacion, dejandose que se desarrollen a término seguidamente.

7. Procedimiento segun la reivindicacion 6 caracterizado porque la construccién knockout de recombinacién
homéloga vav3 de a) es una secuencia de 4cido nucleico que comprende:

@) una secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3,

(ii))  una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccién knockout en la célula
transfectada, y

(iii) la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen endégeno con el fin de facilitar la
recombinacién homologa del vector knockout con el gen endégeno.

8. Procedimiento segun la reivindicacion 7 caracterizado porque la secuencia de dcido nucleico de una parte del
gen vav3 de (i) comprende:

a) una secuencia total o parcial de uno o mds exones y/o intrones del gen vav3,
b) una secuencia promotora total o parcial del gen vav3,

c) cualquiera de sus combinaciones, o

d) una secuencia de cDNA de vav3.

9. Procedimiento segtin la reivindicacién 8 caracterizada porque la secuencia de 4cido nucleico de una parte del
gen vav3 de la construccion knockout de (i) es una cualquiera de las formas homdélogas del gen vav3 existentes en un
mamifero no humano

10. Procedimiento segtin la reivindicacién 6 caracterizado porque la célula transformada de b) es una célula madre
embrionaria (ES).

11. Procedimiento segin la reivindicacién 6 caracterizado porque la secuencia de 4cido nucleico de una parte del
gen vav3 murino (i) de la construccién knockout vav3 de a) es la secuencia de nucledtidos SEQ ID NOS, aislada del
ratén 129 SvJ, constituida por una parte de la secuencia de nucleétidos del promotor, el ex6n 1 y parte del intrén 1 del
gen vav3 murino y porque la célula transformada de b) es una celular embrionaria (ES) de ratén.
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12. Construccién knockout de recombinacién homdloga vav3 caracterizada porque es ufia secuencia de dcido
nucleico disefiada para disminuir o suprimir la expresién de la proteina vav3 codificada por secuencias de DNA
endégeno en una célula y comprende:

(6] una secuencia de 4cido nucleico de una parte del gen vav3,

(ii))  una secuencia marcadora empleada para detectar la presencia de la construccion knockout en la célula
transfectada, y

(iii)  la presencia de “brazos” con secuencias nucleotidicas idénticas al gen endégeno con el fin de facilitar la
recombinacion homologa del vector knockout con el gen endégeno.

13. Construccién knockout de recombinacién homdloga vav3 segun la reivindicacion 12 caracterizada porque la
secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 (i) comprende:

a) una secuencia total o parcial de uno o més exones y/o intrones del gen vav3,
b) una secuencia promotora total o parcial del gen vav3,

c) cualquiera de sus combinaciones, o

d) una secuencia de cDNA de vav3.

14. Construccién knockout de recombinacién homdéloga vav3 segiin la reivindicacion 13 caracterizada porque la
secuencia de 4cido nucleico de una parte del gen vav3 de la construccién knockout de (i) es una cualquiera de las
formas homoélogas del gen vav3 existentes en un mamifero no humano.

15. Construccién knockout de recombinacién homéloga vav3 segun la reivindicacién 12 caracterizada porque
la secuencia de dcido nucleico de una parte del gen vav3 (i) es la secuencia de nucleétidos SEQ ID NOS que estd
constituida por una parte de la secuencia de nucleétidos del promotor, el exén 1 y parte del intrén 1 del gen vav3
murino.

16. Vector de clonacidn, caracterizado porque comprende la construccién knockout vav3 segin las reivindicacio-
nes 12ala15.

17. Célula eucariota no humana mutada caracterizada porque presenta una disrupcién del gen vav3 endégeno y
una deficiencia, parcial o total, en la expresion de la proteina Vav3.

18. Célula eucariota segtin la reivindicacién 17 caracterizada porque es una célula pluripotente indiferenciada
establecida a partir de la masa interna celular de un embrién knockout en la fase preimplantatoria denominada blasto-
cisto.

19. Célula eucariota segun la reivindicacion 17 caracterizada porque es una célula diferenciada.

20. Célula eucariota segun la reivindicacion 19 caracterizada porque la célula diferenciada es aislada a partir de
un mamifero knockout no humano segtn las reivindicaciones 1 a la 5.

21. Célula eucariota segtin la reivindicacién 20 caracterizada porque la célula diferenciada proviene de una linea
celular.

22. Célula eucariota segun las reivindicaciones 19 a la 21 caracterizada porque es una célula diferenciada perte-
neciente a una estirpe del siguiente grupo: células del sistema nervioso y del sistema cardiovascular.

23. Célula eucariota segtn las reivindicaciones 17 a la 22 caracterizada porque es heterocigota u homocigota.

24. Procedimiento de obtencion de la célula eucariota segtin las reivindicaciones 17 ala 23 caracterizado porque es
un procedimiento de transgénesis de anulacidn de la actividad funcional del gen vav3 que comprende la transformacién
de dicha célula eucariota mediante la introduccién de una construccién génica que comprende un polinucleétido cuya
secuencia de nucleédtidos codifica un elemento inhibidor de la expresién del gen vav3 capaz de anular su actividad
biolégica, selecciondndose dicho elemento inhibidor entre:

a) una secuencia de nucledtidos antisentido especifica de la secuencia del gen o del mRNA de la proteina
Vav3,

b) una ribozima especifica del mRNA de la proteina Vav3,

c) un aptamero especifico del mRNA de la proteina Vav3, y
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d) un RNA pequefio de interferencia (siRNA) especifico del mRNA de la proteina Vav3.

25. Empleo del mamifero no humano segun la reivindicacién 1 ala 5 6 de la célula segtn la reivindicacién 17 a la
23 en un procedimiento para determinar el efecto de un firmaco o combinacién de formacos ttiles para la prevencién
y/o el tratamiento de enfermedades o transtornos derivados de la deficiencia de la proteina Vav3.

26. Empleo segin la reivindicacion 25 caracterizado porque comprende las siguientes etapas:

a) administracién del farmaco o farmacos en forma y dosis adecuada al animal knockout no humano de la
invencién o a la célula knockout no humano de la invencién in vitro, y

b) determinacidon de su efecto sobre un parametro indicativo de dicha deficiencia de Vav3.

27. Empleo segtin la reivindicacion 25 caracterizado porque los fairmacos son ttiles para la prevencién y/o el
tratamiento de una enfermedad perteneciente al siguiente grupo: hipertension esencial o de base genética, hiperplasia
cardiaca o arterial, procesos nerviosos, como por ejemplo la enfermedad de Parkinson, procesos neurodegenerativos
motores, y esquizofrenia.

28. Empleo segtin la reivindicacion 26 caracterizado porque la determinacién del efecto de los fairmacos ensaya-
dos b) se realiza sobre un parametro indicativo de dicha deficiencia de Vav3 perteneciente al siguiente grupo: niveles
de presion arterial, ritmo cardiaco, histologia del sistema nervioso y cardiovascular, niveles de moléculas regulado-
ras del estado cardiovascular (por ejemplo, angiotensina II, bradiquinina, asi como sus reguladores biosintéticos y
receptores), de neurotransmisores del sistema nervioso simpatico (diversos tipos de catecolaminas), de moléculas que
intervienen en la regulacién del sistema nervioso simpatico (por ejemplo, GAD65, GAT1, TH, GABA, glutamato) y
cardiovascular (marcadores intracelulares, transmembranarias y extracelulares producidas por las células vasculares
del musculo liso).

29. Empleo segtn la reivindicacion 25 caracterizado porque el animal es un roedor o un primate no humano.

30. Empleo segtin la reivindicacion 25 caracterizado porque la linea celular es una linea derivada del sistema
nervioso y/o cardiovascular.

20
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LISTA DE SECUENCIAS
<110> CONSEJO SUPERIOR DE INVESTIGACIONES CIENTIFCAS

<120> ANIMAL MODELO NO HUMANO CARENTE DE LA EXPRESION DEL GEN VAV3, PROCEDIMIENTO
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DE OBTENCION Y SUS APLICACIONES

<130> VAV3
<160> 12

<170> Patentln version 3.3

<210>1

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo 23F

<400> 1

ggacatggag ccgtggaagce

<210>2

<211>20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo 168F

<400> 2

tgagcagctg gcagagcagyg

<210>3

211> 17

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo M13F

<400> 3

gtaaaacgac ggccagt

<210>4
<211> 16
<212> DNA

20

20

17



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2318921 Bl

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo M13R

<400> 4

aacagctatg accatg

<210>5

<211> 2942

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Regién promotora, exon 1 e intrén 1 de vav3

<220>
<221> promoter
<222> (1)..(677)

<220>
<221> exon
<222> (704)..0907)

<220>
<221> Intron
<222> (908)..(2942)
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<400> 5

cagctgcgceg
ctcctctgag
ccctgcgaat
tggacgcccc
ccgggatccce
ccctcagcecce
ctcgcggacc
tcgccagtceg
ctcgctgcectg
cacgcggcgt
gggccatcag

tcgctgeceg

aag
Lys

cag tgc
Gln Cys

cat
His

€gg gtg
Arg Val

ctt
Leu

cgc gat
Arg Asp

tagtgcacat
accctcttaa
ctcagtgttc
ggggttgtgce
ctttgtggcece
cggaccccca
gcacagaccg
gaagccagtg
cagcggegge
ccccgagcecg
cgcgactggce

cceccggcecgg

gct
Ala

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp
25

gtc
Val

gga
Gly

tgg
Trp
10

gac
Asp

ctg
Leu

ES 2318921 Bl

ctcatttctc
tttaaatcgce
agccacactt
aagctccact
gccgccccaa
gccagggcegg
gccaggegceg
ctcagcggag
€gggccegegg
ccggcagcegg
gtcggcgggyg

gccgggtecg

atc
Ile

ctc
Leu

tcg
Ser

gcg
Ala

ctc
Leu

tgc
Cys

caggctccct
attcattgtt
cctaggaagc
catccgaggg
ctcggccege
cgggcacgct
ctgggcatgc
¢cggcegyggyg
cgcatccggg
cgcccgcetcece
ctctgacgcet

ggagccgtceg

cac
His

agc
Ser

aag
Lys
15

ttc
Phe

gtg
Val
30

cag
Gln

ctc
Leu

ctg
Leu

cag
Gln
45

gtgtcccagt
cagggtgtcc
cgcgccgatg
ttcacgggcg
tcctececece
cgcacccgcg
tcagtcgcgg
cgcaccgaga
cggggacccg
agaaaggcaa
ccgcggcegge
atg gag

Met Glu
1

gac

ccce
Pro

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

gac
Asp

gcqg
Ala

aac
Asn

aac
Asn

ctg
Leu
50

taagccttgg
ccggggacac
ggctaatccc
ggcgggggcyg
agccgceccyg
cctcececgggga
ggcgecagge
gcgcgcggcea
aggcgagtcc
agcgaaccag
cacctcagag

ccg tgg
Pro Trp

ccc
Pro

aac
Asn
20

acc
Thr

cag
Gln
35

cca
Pro

cgg
Arg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

715

763

811

859
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cac tcc atc aat ctg aag gag atc aac ctg agg
His Ser Ile Asn Leu Lys Glu Ile Asn Leu Arg

55
gtatggaggce
atttctttgt
cagcttgggg
aagccttgeg
taagttatcc
gtgtgtgtgt
agatgaagcg
gttctggaaa
ccgttatctg
caccccgecc
ctgaaaacgt
tgctggagac
gcttctgtgg
gaaggcacag
gctgcttatt
gaacttctat
ttcaacttaa
atgattcaga
gcagtttaat
tttcatcagg
ggaaaaaaaa
ttattttaga
cacaattgtg
ctgagttaac
gttccatttg
tgtgcatatt
cttaataatc

cctgcctgec

caccccgcga
gtaaatgcaa
gcttttcctce
tcgggagatg
tagggcgcegt
gtgtgataac
gtggggttaa
gaggaactgt
ctcagaggaa
cctaagcccg
aaggggagcc
tctgecttttt
ccttagcecttg
aaagcagtgg
ttttgggccg
tttctettte
aaggggaagg
gacttaccac
aatctcataa
gtcgatcctc
aagcagatat
ctctcttaga
gcaaccatag
tgttaggagt
atcagtagtc
tcctecgaagt
aaatttctct

ttccttectt

60
ccecegcetgece
acatctaggt
acttgccttg
gtgtatggaa
ttcacctttc
aaagagggag
ttttgctttg
gccatagatg
ataaaccaag
tggcctgtta
agcccagect
ttcattgggt
gagatacctc
gttcctcaga
gtcggaaagt
acacgcacac
aaagagacct
ttacccagag
ttaaagcagg
acttcaaatt
ataagtattg
aacctgaatg
atagtcctgt
aaggttgtgc
tcagtagcag
ttagtttctg
cttctttcett

ccttececttec

cgtcagaggc
gcgctccget
aaatgactta
tcctaaaggt
tgccceccece
tcggctctaa
acttattttt
aggactctag
agggacacag
gcaaactgga
ccctcaccgg
cttgcgatca
tttgagggtt
gacagctcaa
ttctgttaaa
gcacatgcac
tttagtgaca
ctgtgtcctt
aactcccaca
ctgtgtcccce
agtgccatat
atgggtgatt
ggagggcttc
cacgcacagg
catgaagtct
gaactttcag
ttttecttee

ttccttectt

ccc cag atg tcc cag
Pro Gln Met Ser Gln

65
tcccattaat
ttgccctgece
gcttctaagc
ttctgggagg
ccecegtgtgt
aataacaatg
tgctttcatt
gaagtggagqg
agagccttcc
aggttgtgtt
tggcaggaag
ggtagcttgg
ctgattaaaa
aaagccacat
aggatgttca
acgaaaagaa
tattttagca
gcagaaaaaa
ctctgccectg
tgttggtaag
gtgtttacaa
gctaattctg
agtggttgtt
agtcacttgt
tgtgctttga
cagttactca
ttcctttect

cctteecttece

catccggata
Lctcagttct
agaactaata
cgggaagaaa
gtgtgtgtgt
agaagggatg
tggtcctcac
gcgtttggta
tgaagttccc
tatagcttgt
tgagaagttt
aggcacttgg
tccagtcctg
gcagcccagt
acacaactca
aaagaaatgt
ctagccctgt
gtgatcttat
gttgtcagta
cagtctccaa
taaggatcaa
tggacttgcce
tctgtactgt
tagatctcca
tgccacgtgc
tcaaagtgtt
tttctaactg

ttcecttectt

907

967

1027

1087

1147

1207

1267

1327

1387

1447

1507

1567

1627

1687

1747

1807

1867

1927

1987

2047

2107

2167

2227

2287

2347

2407

2467

2527

2587
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cctttttgga tagctgggca ttctttgaca ttcaagtctt tatttgactg ctgacagtgce 2647
atgggatctt gtcaagtgga ttctcctctt tcttctctta aaatgcatta tctataatgt 2707
aatcagtttg atgactgaag gtcattataa gcatcattga tgaaaaggag cagggcatga 2767
ttctctaaga attctatttc ctactgaggc caccacagtg aacatatcaa gatagttagt 2827
tgcccttaag gaattattac actgatatca ataaaccacc agattatagt gaggtaagta 2887
gggcagtgaa ctgactcttc attagatttt tcttttgagt ttttaagtca gtcca 2942

<210> 6

<211>21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Oligo b GH2

<400> 6
gcatcgcatt gtctgagtag g 21

<210>7

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Oligo VAV3-KO-3

<400> 7
tgagcagctg gcagagcagg 20

<210> 8

<211> 20

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>

<223> Oligo VAV3-KO-3’

<400> 8
ggacatggag ccgtggaagc 20

<210>9

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo ATI-F
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<400> 9

aaaggccaag tcgcactcaa g 21

<210> 10

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo ATI-R

<400> 10
atttagtccg atgctgccect g 21

<210> 11

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo p36b4-F
<400> 11

gtgtttgaca acggcagcat t 21

<210> 12

<211> 21

<212> DNA

<213> Artificial sequence

<220>
<223> Oligo p36b4-R

<400> 12
ttgatgatgg agtgtggcac c¢ 21
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Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacidn industrial. Este requisito fue evaluado durante la fase de
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Base de la Opinion:

La presente opinion se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como ha sido publicada.
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OPINION ESCRITA Ne de solicitud: 200501208

1. Documentos considerados:

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracién para la reali-
zacion de esta opinion.

Documento Numero Publicacion o Identificacion Fecha Publicacion
Do1 FUJIKAWA K. ET AL., "Vav1/2/3-null mice define an essential role 2003

for Vav family proteins in lymphocyte development and activation
but a differential requirement in MAPK signaling in T and B cells"
Journal Of Experimental Medicine (2003),198(10), pag.1595-1608.
D02 DATABASE EMBL 22 Noviembre sw 1999. TRENKLE ET AL., "Ma- 1999
jor transcript variants of VAV3, a new member of the VAV family
of guanine nucleotide exchange factors" Recuperado de EBI. N°
Acceso: AF067816

D03 CAPECCHI ET AL., "Altering the genome by homologous recombi- 1989
nation" Science (1989), vol. 244, pag.1288-1292

2. Declaracion motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracion

La invencién de la presente solicitud se refiere a un mamifero no humano knockout Gtil como modelo experimental cuyo
genoma porta el gen vav3 mutado y es deficiente en la proteina vav3 endégena. En una realizacion particular este mamifero
se caracteriza porque es un ratén que contiene una deleccién dentro de la regién 5’ del gen vav3 (zona promotora y parte del
exon 1 (SED ID NO 5) que conlleva la inactivacion del gen vav3 enddgeno y la ausencia de expresion de la proteina codificada
por este. Otro objeto de la invecién lo constituye un procedimiento de obtencion de dicho animal, asi como una célula eucariota
mutada. Este modelo animal o linea celular pueden emplearse en un procedimiento para determinar el efecto de un farmaco
Util para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades o trastornos derivados de dicha deficiencia de la proteina Vav3, por
ejemplo problemas de coordinacién motora,hipertension esencial, hiperplasia cardiaca y arterial, taquicardia y esquizofrenia.

2.1 NOVEDAD

El documento D01 describe en las paginas 1596 y 1597 la obtencién de ratones heterozigotos y homozigotos deficientes en
Vav-3 mediante un procedimiento de recombinacién homoéloga en el que el exén 10, que codifica parte del dominio DH se
sustituye con el gen de resistencia a neomicina. A la vista de la informacién técnica divulgada en este documento esta Oficina
considera que las reivindicaciones 1-2 y 3-4 carecen de novedad.

2.2 ACTIVIDAD INVENTIVA

El documento D02 describe la secuencia mRNA de la proteina VAV-3. Por su parte en el documento D03 se describe la
tecnologia knockout basada en la recombinacién homéloga. De acuerdo con este documento, una vez que el gen reponsable
de una enfermedad es identificado y clonado, es posible obtener ratones mutantes deficientes en dicho gen que serviran
como modelos experimentales para las correspondientes enfermedades. En consecuencia, y a la luz de la informacién técnica
divulgada en D02 y D03, esta Oficina considera que las reivindicaciones 1-2,4-10,12-14,16-30 carecen de actividad inventiva,
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